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Az emberi tevékenység, főként a klórozott szénhidrogének (CFC) használata, 
napjainkra jelentősen lecsökkentette a magaslégköri ózon koncentrációját. A legnagyobb 
mértékű ózon csökkenés, közismert nevén ózonlyuk kialakulása az élővilág egészét 
veszélyeztető jelenség, amely az utóbbi években már az északi félteke sűrűn lakott és 
mezőgazdaságilag fontos területein is előfordul. Az ózon a biológiailag káros ultraibolya-
B (UV-B, 280-320 nm) sugárzás szelektív elnyelője, ezért mennyiségének csökkenése a 
Föld felszínét elérő UV-B sugárzás intenzitását nagymértékben növeli. A megnövekedett 
UV-B sugárzás valamennyi élőlényre káros. Különösen veszélyeztettek azonban a 
fotoszintetizáló szervezetek, amelyek a növekedésükhöz szükséges fényenergia 
hasznosítása közben állandóan ki vannak téve a napsugárzás ultraibolya komponensének. 
Ezáltal az UV-B sugárzás egyik elsődleges támadási helye a fotoszintézis folyamata, 
melynek során történik a Nap fényenergiájának kémiai energiává alakítása. A fotoszintézis 
során a víz fényindukált elbontása és a levegő széndioxidjának beépítése energiadús 
szerves vegyületek keletkezését eredményezi. A vízbontás melléktermékeként felszabaduló 
molekuláris oxigén egyúttal a földi oxigén atmoszféra, és ezen keresztül a légköri 
ózonpajzs forrása is. 
Az élőlények UV-B stressztűrését a károsítás hatásait csökkentő ill. azokat 
helyreállító védekező folyamatok hatékonysága határozza meg. A fotoszintézissel 
kapcsolatos ilyen jellegű mechanizmusok részletei munkánk kezdetén még jórészt 
tisztázatlanok voltak, a rendelkezésre álló adatok túlnyomó részét izolált fotoszintetikus 
membrán frakciókon végzett kísérletek szolgáltatták. A második fotokémiai rendszer 
(PSII) működését érintő UV-B indukált változások tanulmányozására modellként a 
kloroplasztisz evolúciós ősének tekinthető cianobaktériumokat választottuk. Ezek az 
élőlények -köztük az általunk használt Synechocystis sp. PCC 6803- prokarióták lévén 
genetikai vizsgálatra különösen alkalmasak, továbbá a fotoszintetikus apparátusuk 
alapvetően a magasabbrendű növényekhez hasonlóan szerveződik. A Molekuláris Stressz 
és Fotobiológiai Csoport fő kutatási irányvonalának megfelelően a dolgozatban szereplő 
kísérletek arra irányultak, hogy bővebb információt nyerjünk a fotoautotróf sejtek UV-B 
toleranciájának hátterében húzódó molekuláris szintű folyamatokról. 
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2. C É L K I T Ű Z É S É S A D O L G O Z A T K Ö Z V E T L E N 
E L Ő Z M É N Y E I 
A spektrum UV-B tartományának élő szervezetekre gyakorolt hatása napjainkban 
intenzív kutatás tárgyát képezi. Csoportunk kimutatta, hogy az UV-B sugárzás egyik 
fontos hatóhelye a fotoszintetikus apparátus, azon belül is a második fotokémiai rendszer 
(Vass és mtsai, 1996). In vitro kísérletek bizonyítják, hogy a PSII elektron transzport 
gátlásának első lépése a vízbontó komplex sérülése (Hideg és mtsai, 1993; Vass és mtsai, 
1996). Annak ellenére, hogy a QA és QB elektron akceptorok ill. a Tyr-Z és Tyr-D redox 
aktív aminosavak szintén az UV-B sugárzás lehetséges célpontjai lehetnek, károsodásuk 
mégis lassabban következik be (Vass és mtsai, 1996). A gátlási folyamat további fontos 
lépése a Dl és D2 reakciócentrum fehérjék specifikus degradációja (Greenberg és mtsai, 
1989; Trebst és Depka, 1990; Melis és mtsai, 1992), melyben az UV-B sugárzás által 
keltett ún. aktív oxigén formák szerepet játszanak (Hideg és mtsai, 1996). 
A növényi sejtben az UV-B sugárzás káros hatásainak kivédésére különböző 
mechanizmusok alakultak ki az evolúció folyamán. Amíg a DNS-sel kapcsolatos 
elváltozások javításának folyamatáról részletes ismeretek állnak rendelkezésre (Sancar és 
mtsai, 1988; Pang és mtsai, 1991), addig a PSII fehérje szintű helyreállásával kapcsolatban 
keveset tudunk. Az a tény, hogy alacsony intenzitású UV-B besugárzás fokozza a Dl és a 
D2 fehérjék újraszintézisét magasabbrendű növényekben ilyen jellegű helyreállító 
mechanizmus működését feltételezi (Jansen és mtsai, 1996). A látható fény által okozott 
gátlás, a fotoinhibíció -amely elsődlegesen a Dl proteint károsítja- kivédésében az ún. Dl 
repair ciklus játszik szerepet (Aro és mtsai, 1993; Prásil és mtsai, 1992). Annak ellenére, 
hogy az UV-B hatás mindkét reakciócentrum fehérjét érinti, az általa okozott károsítás 
helyreállításában hasonló típusú folyamat működése valószínűsíthető. 
A Dl fehérjét apsbA gén kódolja, amely egy példányban fordul elő a kloroplasztisz 
genomban. Ezzel szemben cianobaktériumokban a Dl protein előállításáért több psbA 
génkópia felelős, melyek a kromoszóma különböző szegmensein találhatók. A 
Synechocystis sejtjeiben előforduló három gén közül a psbA2 és psbA3 a fény 
mennyiségére érzékeny módon járulnak hozzá a Dl fehérje szintéziséhez szükséges psbA 
mRNS létrehozásához (Jansson és mtsai, 1987). A psbAl gén előtt nem találtak a 
transzkripcióhoz szükséges genetikai elemeket, valószínűleg pszeudogénként van jelen 
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(Osiewacz és Mclntosh, 1987). Közönséges nevelési körülmények között a psbA2 mRNS 
képviseli az átíródó transzkriptumok túlnyomó részét (Mohamed és Jansson, 1993). A 
magas expressziét biztosító psbA promóterek és a luciferáz riporterből álló kimérák 
segítségével a cirkadián óra által befolyásolt génműködés vizsgálata lehetségessé vált (Liu 
ésmtsai, 1995). 
Az eddig ismertetett eredmények alapján az alábbi kérdések megválaszolását tűztük 
ki célul: 
-Képesek-e a Synechocystis sp. PCC 6803 cianobaktérium sejtek a PSII 
reakciócentrum fehérjéit érintő UV-B károsodás javítására? 
-A bíborbaktériumok reakciócentrumával való hasonlóságok és különbségek 
figyelembevételével milyen mértékű a kínon elektron akceptorok hozzájárulása a Dl 
és D2 fehérjék UV-B indukált szelektív degradációjához? 
-Milyen psbA génexpressziós változások kísérik a PSII UV-B által okozott 
károsítását Synechocystis sejtekben? 
-Mi a funkcionális összefüggés a psbA gének expressziója és a károsodott Dl 
proteinek új, működőképes fehérjékre történő kicserélődése között az UV-B stressz 
korai szakaszában? 
-Alkalmas-e a luciferáz riporter gén rendszer az UV-B indukált génszintű 
stresszválaszok vizsgálatára? 
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3. I R O D A L M I Á T T E K I N T É S 
3.1. Fotoszintézis 
A földi élet létrejöttének egyik alapvető feltétele a Nap energiájának hasznosítása, 
ami a fotoszintézis során valósul meg. A bioszféra energiaigényének nagy részét a 
jelenlegi és régmúlt élőlények fotoszintézisének termékei fedezik. A növényi sejtben a 
fényenergia kémiai energiává alakítása a kloroplasztisz (1. ábra) tilakoid 
membránrendszerében történik. A folyamatban a begyűjtött fénykvantumok energiája a 
reakciócentrum klorofill molekulák gerjesztésére fordítódik, amely elemi töltésszétválást 
eredményez. Az elektronok a transzport láncban redox reakciók sorozatában vesznek részt, 
míg végül NAD(P) molekulákat redukálnak. A membrán két oldalán létrejövő 
protongrádiens kiegyenlítődése szolgáltatja a lehetőséget a biokémiai energia ATP 
formájában történő raktározására. A kloroplasztisz sztrómájában lejátszódó Calvin-
Benson ciklus a tilakoid reakciókban képződő energiadús molekulákat hasznosítja a CO2 
megkötéséhez és szénhidrátokká alakításához. 
1. ábra. A kloroplasztisz szerkezetének és működésének vázlatos ábrázolása. 
Aszerint, hogy az elemi töltésszétválás miatt bekövetkezett elektronhiány milyen 
jellegű donor molekula elbontásával pótlódik, kétféle fotoszintetikus utat különböztetünk 
meg. A növények, algák és cianobaktériumok által végzett oxigénikus fotoszintézisben a 
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vízmolekulák hasítása során melléktermékként molekuláris oxigén keletkezik, amely mai 
légkör kialakításában döntő szerepet játszott. Az anoxigénikus utat képviselő élőlények-
pl. bíborbaktériumok- egyéb erősen redukált vegyületeket, szerves molekulákat 
hasznosítanak. Az utóbbiakban mindössze egy fotokémiai rendszer működik, amely 
ciklikus elektron transzportot végez. 
Az oxigént termelő fotoszintetikus elektron transzport felépítésében két 
fotokémiai rendszer-PSI, PSII-, az ezek közötti kapcsolatot biztosító citokróm bgf komplex 
és az ATP-szintáz (CFo-CFi) enzimkomplex vesz részt. A kloroplasztisz tilakoid 
membránban ezek közül csak a cit bőf komplexek eloszlása egyenletes; a PSI és az ATP-
szintáz főleg a sztróma régióban, a PSII a gránum vezikulumokban található meg. Ezek az 
egységek vektoriálisan helyezkednek el a membránba ágyazva, így a vízbontás a tilakoidok 
belső terében -a lumenben-, a NADP redukciója a sztrómában történik, az ATP szintézis 
pedig a protonoknak a lumenből a sztrómába való kiáramlása során valósul meg. A 
komplexek között kis méretű molekulák, a hidrofób jellegű plasztokinon és a vízoldékony 
plasztocianin szállítják az elektronokat. További membránhoz kapcsolódó egység a 
NADPH-plasztokinon-oxidoreduktáz, melynek szerepe még nem tisztázott. A fény 
begyűjtését és a gerjesztési energia továbbítását a központi klorofill a felé a fotokémiai 
rendszerek részét képező ill. azokhoz kapcsolódó antennák végzik, melyekben klorofill és 
karotinoid molekulák találhatók. A PSI reakciócentrum központi klorofilljának abszorpciós 
maximuma 700 nm, a PSII-ének 680 nm, ezért ezeket a klorofillokat az irodalom P700 ill. 
Pő80 néven jelöli. 
A reakciócentrumokban az elsődleges fotokémiai reakció a központi klorofillok és 
az elsődleges akceptor molekulák között játszódik le: 
fénv „ . 
P + A - > P + A —» P+ + A" 
Az elemi töltésszétváláson kívül az elektron transzport többi lépése negatív 
szabadenergia változással jár. A Pőso oxidációja után az elektronok a PSII transzport láncán 
keresztül plasztokinon molekulákat redukálnak, majd a citbőf komplexre kerülnek, 
ahonnan a mobilis plasztocianin közvetítésével a PSI-ben az oxidált P7oo-on keletkezett 
elektronhiányt pótolják. A P700 gerjesztéséből származó elektronok pedig a PSI redox 
láncán áthaladva NADP molekulákat redukálnak. Az eddig leírt, vízbontástól a NADPH 
szintéziséig tartó folyamatot lineáris elektron transzportnak nevezzük. Az ATP/NADPH 
arány módosítására szolgáló alternatív út a ciklikus fotofoszforiláció, melynek során az 
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elektronok a PSI-en keresztül a ferredoxinon ill. a NADPH-n át a visszakerülnek a citbef 
komplexre. Ezáltal az ATP szintézisét eredményező protongrádiens növekedés a memrán 
két oldalán nettó redukáló erő képződése nélkül megy végbe. A tilakoid membránok 
laterális asszimetriája és fotoszintetikus komplexek eltérő eloszlása következtében a 
lineáris elektron transzportra a gránumokban nyílik lehetőség, a ciklikus fotofoszforiláció 
pedig a sztróma tilakoidokra korlátozódik. 
A cianobaktériumok fotoszintetikus apparátusa alapvetően a magasabbrendű 
növényekéhez hasonló módon szerveződik (2. ábra). Azonban ezen egysejtű, 
környezetükkel közvetlen anyagcsere kapcsolatban álló prokarióták fotoszintézise mégis 
több eltérő sajátossággal bír, melyeket a következőkben foglalhatunk össze (ld. Barry és 
mtsai, 1994; Campbell és mtsai, 1998): 
(i) A fény begyűjtését a zöld növényekre jellemző membránba ágyazott antenna 
komplexek helyett fikobiliszómák végzik, melyek a két fűtőrendszer között a 
membrán külső oldalán gyors diffúzióra (100 ms) képesek. A perifériásán 
elhelyezkedő egységek fikobiliproteinekből és kromofór nélküli ún. linker 
fehérjékből épülnek fel. 
(ii) A PSI/PSII arány magasabb, mint a növényekben, a PSII a sejtben található 
klorofill viszonylag kis hányadát szolgáltatja. 
(iii) A cianobakteriális tilakoid membránban mind a fotoszintetikus, mind pedig a 
légzési lánc elemei megtalálhatóak. A két folyamat szorosan csatolt, mindkettőben 
ugyanazok a kinon molekulák ill. citbef/citbci komplexek vesznek részt. A 
sejtlégzésből származó elektronok a NAD(P)H-dehidrogenázon keresztül 
csatlakoznak az elektron transzporthoz. A citbőf komplextől a plasztocianin és a 
cianobaktériumokra jellemző CÜ553 mobilis szállító molekulák közvetítik a negatív 
töltést nemcsak a PSI, hanem a citokróm-oxidáz felé is. Nagy fényintenzitás esetén 
fontos szabályozó funkciója van annak a reakciónak, melynek során az oxigén 
ferredoxin vagy pedig a citokróm-oxidáz közreműködésével vízzé alakul. A 
szénhidrát anyagcsere folyamatok mellett az ATP és az elektronok további 
fogyasztója a sejtmembrán közvetlen közelében lejátszódó nitrát metabolizmus 
ezekben az élőlényekben. 
(iv) A cianobaktériumban a tilakoid membránok a sejt perifériáján helyezkednek el 
koncentrikus körökben, melyekre nem jellemző a sztróma- ill gránum régiókra 
történő elkülönülés. 
Tilakoid 
membrán 
psii PSII detrgHená2 
Fikobiliszóma 
SZTRÓMA 
Citb6/f p C | CItokróm- ATP-
komplex oxidáz szintáz 
'2^+1/202 
ADP + Pt ATP + HjO 
LUMEN 
2. ábra A cianobakteriális tilakoid membrán főbb fotoszintetikus és légzési komponenseinek vázlatos ábrázolása (Bryant, 1994). 
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(v) A cianobakteriális ribulóz-l,5-difoszfát-karboxiláz enzim (RUBISCO) sokkal 
kisebb széndioxid kötő képességgel rendelkezik, mint növényi megfelelője, ezért a 
cianobaktérium sejtekben a szervetlen eredetű szén felhalmozására egyéb 
kompenzáló mechanizmusok jöttek létre. 
3.2. A második fotokémiai rendszer (PSII) 
A PSII több mint 25 alegységből felépülő pigment-protein komplex, amely víz-
plasztokinon oxidoreduktázként működik a tilakoid membránba ágyazódva (Id. Andersson 
és Styring, 1991; Barber és mtsai, 1997). Kialakulása döntő jelentőségű, hiszen 
egyedülálló módon képes a fény segítségével a vízmolekulákat alkotóelemeire bontani, ill. 
hozzájárulni a szénhidrátok szintéziséhez szükséges redukáló erő létrehozásához. A PS Il-t 
felépítő integráns és perifériás polipeptidekről az 1. táblázat ad összefoglalást. 
A komplex (3. ábra) központi részét a Dl és D2 fehérjékből álló heterodimer alkotja. 
Mindkét integráns protein több, membránt átszelő a-hélixet tartalmaz, melyet a lumenbe 
ill. a sztrómába nyúló hurkok kötnek össze (Trebst, 1986; Svensson és mtsai, 1990). Ez a 
heterodimer képezi a szerkezeti alapot a komplex összeszerelődéséhez, ill. az elektron 
transzporthoz szükséges redox komponensek kötésében játszik szerepet. Együttesen hat 
klorofill molekula -beleértve a PŐSO és Z klorofillokat-, két feofitin a, a QA és QB kinon 
akceptorok, két p-karotin és egy nem HEM-típusú Fe2+ ion kapcsolódik hozzájuk, továbbá 
ligandumokat szolgáltatnak a vízbontásért felelős mangán komplex stabilitásához. Fontos 
alkotóelem a redox láncban részt vevő két aminosav: a Dl fehérjén található Tyrlől (Yz) 
és a D2 protein hasonló sorszámú tirozinja, a YD. 
A Pőso reakciócentum klorofill gerjesztéséhez szükséges fényenergia begyűjtését 
növényekben a szintén membránba ágyazott antenna komplex (LHCII) trimerek 
közvetítik (van Grondelle és mtsai, 1994; Kühlbrandt és mtsai, 1994). Az antenna külső 
része és a reakciócentrum között további klorofill-kötő fehérjék (CP29, CP26, CP24) 
teremtik meg a kapcsolatot, melyek ugyan korlátozott fénybegyűjtő kapacitással 
rendelkeznek, azonban fontos szabályozó szerepet töltenek be a gerjesztési energia 
elosztásában (Boekema és mtsai, 1995; Ruban és mtsai, 1996). A kb. 15 klorofill a-t és 3 
P-karotint kötő CP43 és CP47 proteinek az antenna reakciócentrumhoz kapcsolódó részét 
képezik. A fénybegyűjtés teljes folyamatában átlagosan kb. 210 klorofill a ill. b molekula 
vesz részt. 
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1. táblázat. A PSil felépítésében részt vevőfehérje alegységek** 
Transz-
membrán 
Moltömeg hélixek fehérje lokalizá-
Fehérje (kDa)* száma géi neve gén helye ciója Funkció 
Pggo, feofitin, Cfe kötése, redox 
D1 38 5 psbA plasztisz reakciócentrum aktív TyrZ 
gerjesztési energia transzfer, 
CP47 56.2 6 psbB plasztisz core PsbO fehérje kötése 
gerjesztési energia transzfer, 
CP43 50 6 psbC plasztisz core PsbO fehérje kötése 
D2 39 5 psbD plasztisz reakciócentrum PggQ, Qa kötése, redox aktív TyrD 
Cyttfescx 9.3 1 psbE plasztisz reakciócentrum HEM kötése, protektiv szerep 
Cytbssgß 4.4 1 psbF plasztisz reakciócentrum HEM kötése, protektiv szerep 
RsbH 7.7 1 psbH plasztisz core fénygátlásnál protektiv szerep 
Psbl 4.2 1 psbl plasztisz reakciócentrum klorofill kötés? 
PsbJ 4.1 1 psbJ plasztisz PSII összeépülés? 
PsbK 4.3 1 psbK plasztisz core PSII összeépülés, stabilitás? 
PsbL 4.4 1 psbL plasztisz core Qv funkcióját segíti 
RsbM 3.8 1 psbM plasztisz core ismeréten 
PsbN 4.7 1 psbN plasztisz core ismeretlen 
Ca2*, CT, kötése, vízbontó 
PsbO 26.5 0 psbO sqtmag core komplex stabilizációja 
PsbP 20.2 0 psbP sejtmag BBY Ca2*, a", kötése 
PsbQ 16.5 0 psbQ sejtmag BBY Ca2*, a", kötése 
PsbR 10.2 0 psbR sqtmag BBY ismeretlen 
RsbS 21.7 4 psbS sqtmag BBY klorofill kötés 
PsbT 3.3 0 psbT plasztisz BBY ismeretlen 
PsbU 10 ? psbU ismeretlen 
donor oldal stabilitásához 
Cytcgso 15.1 0 psbV szükséges 
PsbW 5.9 1 psbW sejtmag reakdócentrum ismeretien 
PsbX 4.2 1 psbX sejtmag BBY Qft funkcióját segíti 
Lhcbl 25 3 lhcbl sejtmag BBY fényelnyelés 
Lhcb2 25 3 Ihcb2 sejtmag BBY fényelnyelés 
Lhcb3 25 3 Ihcb3 sqtmag BBY fényelnyelés 
Lhcb4(CP29) 29 3 Ihcb4 sqtmag BBY gerjesztési energia transzfer 
Lhcb5(CP26) 26 3 Ihcb5 s^tmag BBY gerjesztési energia transzfer 
Lhcb6(CP24) 24 3 Ihcb6 sejtmag BBY gerjesztési energia transzfer 
Referenciák: Andersson és Styring,1992; Barber és mtsai, 1997. 
* A feltüntetett molekulatömegek a nukleinsav szekvenciák alapján számolt adatok, kivéve az Lhcb 
és a psbUfehérjék esetén, ahol azok a látszólagos molekulatömegeknek felelnek meg 
# A kérdőjel a fehérje feltételezett szerepére utal 
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3. ábra. A PSII felépítésének és működésének vázlata. 
A PSII-ben lejátszódó primer fotokémiai reakció során a PÖSO klorofíllról a 
gerjesztett elektron az elsődleges akceptorra, a feofitin molekulára kerül. Az akceptor 
oldalon a feofitint a D2 fehérjéhez kötött QA oxidálja (Eckert és mtsai, 1988), majd a 
negatív töltéseket a QB kinon molekula fogadja kétlépéses elektron kaput képviselve 
(Robinson és Crofts, 1983). Két proton felvétele után a Dl fehérje kinon-kötő zsebét 
elhagyva a redukált plasztokinon a töltéseket a citb6f komplex felé szállítja, helyére pedig 
újabb másodlagos akceptor kötődik (Crofts és Wraight, 1983). Annak ellenére, hogy QA és 
QB közötti elektron transzfert a régióban kötődő nem HEM-típusú Fe2+ nem befolyásolja 
(Rutherford és Zimmermann, 1984), a hozzá ligandumot képező bikarbonát-ion aktív 
résztvevője a folyamatnak (Diner és Petrouleas, 1990). 
A víz fényindukált oxidációját a PSII donor oldalán elhelyezkedő vízbontó 
komplex végzi. A reakciót -melynek során két molekula vízből négy elektron és négy 
proton elvonásával molekuláris oxigén keletkezik- a P68o+/P68o pár erősen pozitív 
középponti redox potenciálja (Em=1150mV) teszi lehetővé (Klimov és mtsai, 1977). A 
jelenlegi modellek szerint a négy elektron elvonása a komplex különböző redox állapotai, 
az S-állapotok ( S 0 - S 4 ) közötti átmeneteken keresztül valósul meg. A ciklusban egy-egy 
átmenettel egyidejűleg fénykvantum hatására elektron továbbadása történik a központi 
klorofill felé, míg végül az S 4 / S 0 átalakulás spontán módon oxigén felszabadulásához vezet 
(Kok és mtsai, 1970; Rutherford, 1989; Yachandra és mtsai, 1993). A komplex 
felépítésében négy mangán atom vesz részt, melyek p-oxo hidakon keresztül két dimerbe 
rendeződnek. A vízbontó komplex optimális működéséhez Ca2+ és Cl" ionok mellett a 
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membrán lumen felől oldalához kapcsolódó PsbO, PsbP és PsbQ perifériás fehérjék 
jelenléte szükséges (Debus, 1992). Cianobaktériumokban a két utóbbi fehérje szerepét a 
citsso, ill. két másik (9 ill. 12 kDa molekulatömegű) protein helyettesíti (Barry és mtsai, 
1994). 
A vízbontó komplex és a központi klorofill közötti kapcsolatot a Yz és Yq tirozin 
aminosavak biztosítják (Debus és mtsai, 1988). Normális körülmények között az oxidált 
P68o hiányzó elektronját a Yz pótolja, mintegy pufferként elősegítve a töltésszétválás 
maximális hatékonyságát. A lehetséges elektron donorok között szereplő Yq szerepe 
távolabbi elhelyezkedése miatt kisebb jelentőségű, feltételezések szerint a vízbontó 
apparátus fényindukált aktiválásában játszik szerepet. A mangán komplex szuboptimális 
működése esetén a központi klorofillok redukcióját egy PSII körül megvalósuló ciklikus 
elektron transzport biztosítja, melyben a QB, a reakciócentrum integráns részét képező 
citb559, és a speciális helyzetű klorofill Z vesz részt (Telfer és Barber, 1992). 
A PSII szerkezetének és működésének tanulmányozására használt általános 
módszer a fotoszintetikus membránok mechanikai vagy detergens kezeléssel előállított 
frakcióinak elkülönítése. Ezek közül a leggyakrabban használt preparátumok a következők: 
-tilakoid membrán izolátum, melyben a PSII mellett a PSI, a citbőf komplex, ill. 
az ATP-szintáz is megtalálható; 
-a membránba ágyazott PSII-ben feldúsított BBY-típusú preparátum, amely 
tartalmazza a teljes mértetű antennát (Berthold és mtsai, 1981); 
-PSII „core" komplexek, melyek az LHCII nélküli ill. a PsbP és PsbQ perifériás 
fehérjéktől mentes, de oxigén fejlesztésre képes egységet képviselik (Ghanotakis és 
mtsai, 1987); 
-a D1/D2 heterodimerből, a citokróm 0559 alegységekből, a Psbl és PsbW 
fehérjékből felépülő PSII reakciócentrumok, melyek mindössze az elsődleges 
fotokémiai reakciók végrehajtására képesek (Nanba és Satoh, 1987). 
A kloroplasztiszban a PSII komplexek túlnyomó többsége a gránum régiókban 
található meg. Ezek az ún. PSIIa centrumok kb. kétszer nagyobb antennamérettel és eltérő 
redox tulajdonságokkal rendelkeznek, mint a sztrómában található PSIip komplexek 
(Albertson, 1995). Jobb fotokémiai hatékonyságuk és gyakoribb előfordulásuk miatt a 
rendelkezésre álló kísérleti adatok többsége a PSIIa centrumokra vonatkozik. 
A közelmúltban végzett, biokémiai adatokkal alátámasztott elektron mikroszkópiás 
vizsgálatok valószínűsítik, hogy a PSII mind növényekben, mind cianobaktériumokban 
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dimerek formájában működik, továbbá hogy a dimerikus PSII-LHCII „szuper-
komplexet" alkotó alegységek pszeudoszimmetrikus elrendődést mutatnak (4. ábra). A 
centrális „core" struktúrát két oldalt az a és b klorofillokat kötő antenna fehérjék veszik 
körül. A reakciócentrumban a Dl mellett közvetlenül a CP43, a D2 mellett pedig a CP47 
található, ami összhangban van a PSII repair ciklusáról (ld. 3.5. alpont) alkotott modellel 
(Rhee és mtsai, 1998; Barber és mtsai, 1999). 
4. ábra. (A) A PSII core komplex fő alegységei hélixeinek elhelyezkedése. (B) Az LHCII-PSII 
szuperkomplexet alkotó alegységek orientációja. (C) Az LHCII-PSII szuperkomplex oldalnézetből 
(Barber és mtsai, 1999). 
A PSII, a közel atomi felbontásban ismert PSI és a bíborbaktériális reakciócentrum 
kb. 2.6 Á feloldással meghatározott szerkezetének összehasonlítása alapján több közös 
sajátság fedezhető fel (4. ábra). Mindhárom struktúra vázát tíz transzmembrán hélix adja, 
amely mind redox kofaktorok kötésében, mind pedig térszerkezetileg kétoldali szimmetriát 
mutat. A PSII és a szintén feofitin-kinon típusú bíborbakteriális centrum központi 
heterodimerjét alkotó D1/D2 ill. L/M fehérjék jelentős homológiával rendelkeznek, főleg a 
kofaktorok kötőhelyeinek és a hélixek azonos elhelyezkedése tekintetében. Mivel a QA és 
QB kinonok aminosav környezete jelentősen különbözik, ezért ezekben a centrumokban a 
szimmetria ellenére egyirányú elektron transzport folyik. A vas-kén típusú PSI komplex 
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akceptor oldalának nagyfokú szimmetriája ezzel szemben kétoldali elektron áramlást tesz 
lehetővé. A hasonlóságok miatt feltételezik a PSII és bakteriális reakciócentrum evolúciós 
kapcsolatát, melynek értelmében a vízbontás szükségszerűsége hozta létre a PSII vízbontó 
apparátusát, ill. hogy a PSI egy kinon-feofitin típusú centrum prototípusából alakulhatott ki 
(Rhee és mtsai, 1998). 
5. ábra. A fotoszintetikus élőlényekben 
található háromféle reakciócentrum 
összehasonlítása. A töltésszétválásban részt 
vevő pigmenteket piros, a fénybegyűjtő 
elemeket zöld négyzetek jelölik (Rhee és 
mtsai, 1998). 
Elfogadott nézet, hogy a kloro-
plaszt kialakulása egy cianobakté-
riumokkal filogenetikai rokonságban 
levő prokarióta egysejtű részvételével 
lezajlott endoszimbiotikus eseményhez 
köthető (Schwartz és Dayhoff, 1978; 
Gray, 1989). Mindazonáltal eukarióták-
ban a PSII alegységeit kódoló géneknek 
csak egy része található a plasztiszok 
gyűrű alakú kromoszómáin, az evolúció során jelentős hányaduk a sejtmagba vándorolt. 
Míg a prokarióták viszonylagosan egyszerű genetikai rendszerében az egyes 
fotoszintetikus gének a komplex összeszerelődésének közvetlen környezetében működnek, 
addig a genetikai információ megosztottsága a magasabbrendűekben összetettebb 
szabályozás kialakulását eredményezte. A folyamatot jól szemlélteti a PSII gének 
kromoszómán való elrendeződése és szabályozása: a cianobaktériumokban gyakori 
jelenség a környezet változásaira való gyors reagálás érdekében a funkcionálisan hasonló 
gének közös operonba tömörülése, melyek főleg transzkripciós szinten szabályozottak; az 
újonnan szintetizált fehérjék rövid idő alatt funkcionális komplexekké állnak össze. 
Eukariótákban az alegységek zömét monocisztronikus transzkriptumok kódolják; a mRNS-
ek élettartamának növekedésével párhuzamosan megnövekedett a poszt-transzkripciós 
kontroll, ill. a membránba be nem épült fehérjék proteolitikus lebontásának jelentősége, 
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ami lehetővé tette a sejtmag és a plasztisz közötti génműködés finomabb összehangolását 
(ld. Wollmann és mtsai, 1999). 
3.3. A Dl fehérje 
A PSII központi heterodimerjében található Dl proteint viszonylag korán, mint 
fény hatására gyorsan szintetizálódó fehérjét fedezték fel (Bottomley és mtsai. 1974; 
Eaglesham és Ellis, 1974). Az elnevezése onnan származik, hogy mikor radioaktívan jelölt 
Chlamydomonas tilakoid fehérje preparátumot gélelektroforézissel elválasztottak, majd az 
erről készült autoradiogramot analizálták, a fehérje diffúz sávként jelent meg (Chua és 
Gillham, 1977). Később kimutatták, hogy a fehérje herbicidek kötésére képes (Pfister és 
mtsai, 1981), majd azon feltételezés alapján, hogy a plasztokinon ide kapcsolódik, az 
irodalomban Qb proteinként emlegették (Hirschberg és mtsai, 1984). A Dl fehérje 
Euglenában 345, zöld növényekben általában 353, cianobaktériumokban 360 aminosavból 
épül fel, melyek sorrendje nagymértékben konzervatív: a magasabbrendű növényekben 97-
98%-os homológiát mutat, és további 84-87%-ban megegyezik a cianobakteriális 
változattal. Azt a feltételezést, hogy a szekvencia szintű homológia valódi működésbeli 
hasonlóságot hordoz, alátámasztja az a tény, hogy funkcióképes cianobakteriális Dl 
fehérje előállítására képtelen mutáns háttérben a növényi génkópia jelenléte működő hibrid 
PSII centrumok képződését teszi lehetővé (Nixon és mtsai, 1991). 
A Dl protein szintézise a tilakoid membránok sztróma felőli oldalához kötődő 
riboszómákon történik (Reisfeld és mtsai, 1982; Herrin és mtsai, 1985), melynek korai 
fázisában több neutrális és hidrofób C-terminális aminosav levágódik. A processzálást egy 
a sejtmagban kódolt, lumenben előforduló peptidáz (CtpA) végzi (Anbudurai és mtsai, 
1994; Trost és mtsai, 1997), melynek inaktiválása megakadályozza a vízbontó komplex 
kapcsolódását, ami a fotoautotróf növekedés képességének elvesztésével jár a Scenedesmus 
(Metz és mtsai, 1986) és a Synechocystis fajokban (Nixon és mtsai, 1992). Ugyanakkor a 
C-terminális szakasz hiánya nem okoz észrevehető fenotípust (Nixon és mtsai, 1992). A 
vágási hely erősen konzervatív, az összes eddig vizsgált élőlényben az érett Dl fehérje az 
Ala345 aminosavval végződik. A folyamat hatékonyságát a membrán fluiditás mértéke is 
befolyásolja (Kanervo és mtsai, 1997), melyben feltételezhetően specifikus lipidek is 
szerepet játszanak, ami összhangban van azzal a megfigyeléssel, hogy a Dl beépülését 
palmitoil-csoport kapcsolódása követi (Mattoo és Edelman, 1987). 
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A fehérje érése során klorofill a és P-karotin molekulák kapcsolódnak hozzá, ami a 
transzláció elongációs szakaszában a riboszómák lassulását eredményezi, ugyanakkor 
működőképes Dl proteinek szintéziséhez feltétlenül szükséges (Kim és mtsai, 1991). 
6. ábra. A Dl fehérje modellje a transzmembrán (A-E) és a membránnal párhuzamosan 
elhelyezkedő (CD) hélixek feltüntetésével. Az üres körök nem konzerválódott-, az egyéb módon 
történt kiemelések feltételezett speciális funkciójú aminosavakat jelölnek (Id. Svensson és mtsai, 
1990). 
A Dl fehérje öt transzmembrán hélixet tartalmaz (5. ábra), melyek elhelyezkedése 
nagymértékben egyezik a bíborbaktériumok L alegységével. Sajátos különbség azonban, 
hogy a negyedik és az ötödik hélix között található "DE-hurok" hossza jóval nagyobb az 
előbbiben, ill. hogy egy ún. PEST szekvenciához hasonló régiót tartalmaz, amely 
elsősorban a gyorsan szintetizálódó és lebomló fehérjékre jellemző (Greenberg és mtsai, 
1987). Radioaktív aminosavakkal végzett jelölési kísérletek alapján megállapították, hogy 
a Dl fehérje feleződési ideje normál fényviszonyok között 6-12 óra (Mattoo és Edelman, 
1987), amely azonban a fényintenzitás növekedésével jelentősen csökken (ld. 3.5. alpont). 
M-NH; 
D1 PROTEIN 
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3.4. A psbA gén 
A Dl fehérjét a psbA gén kódolja (Zurawski és mtsai, 1982), melyet először fényen 
nevelt csíranövényekből izolált, in vitro jelölt RNS populáció kloroplasztisz genomi 
fragmentekhez történő hibridizációjával lokalizáltak (Bedbrook és mtsai, 1978; Driesel és 
mtsai, 1980) A pontos nukleotida sorrendet azóta számos élőlényben meghatározták (Hess 
és mtsai, 1995; Osiewacz és Mclntosh, 1987; Ravnikar és mtsai; 1989; Metz és mtsai, 
1990; Golden és mtsai, 1986; Ajlani és mtsai, 1989; Erickson és mtsai, 1984; Oishi és 
mtsai, 1984). Magasabbrendű növényekben néhány fenyőfélét kivéve (Lindholm és mtsai, 
1991) többnyire egy kópiában fordul elő a kloroplasztisz genomban, míg 
cianobaktériumokban a Dl kódolásáért több tagból álló géncsaládok felelősek (Golden és 
mtsai, 1986; Jansson és mtsai, 1987). 
A psbA mRNS egyensúlyi mennyiségét egy adott növényi sejtben a promóter 
erőssége, a piaszisz genom kópiaszáma, továbbá a transzkriptumok életideje határozza 
meg, melyet további faktorok- pl. fény, egyedfejlődési stimulusok- befolyásolnak. A psbA 
génről átíródótt mRNS minden növényi szövetben kimutatható, azonban Dl fehérje 
szintézise csak fény hatására indul meg (Klein és Mullet, 1986). Megvilágítás hatására a 
psbA transzkripció csak kis mértékben növekszik (Deng és Gruissem, 1987), 
egyszikűekben azonban a gén átírása specifikusan serkentődik a plasztiszok biogenezise 
során (Klein és Mullet, 1990). A psbA mRNS szelektíven stabilizálódik a kloroplasztiszban 
(Stern és Gruissem, 1987), melyben a transzkriptumok 3' nem átírt régióján képződő 
hajtűszerű hurok szerkezet fontos szerepet játszik (Stern és mtsai, 1991) amennyiben az ide 
kötődő magban kódolt fehérjék (28RNP) jelenléte megakadályozza a mRNS az ún. 
degradoszómák által történő lebontását (Hayes és mtsai, 1999). 
A psbA gén expressziójának az egyedfejlődés során ill a fény hatására végbemenő 
változásának szabályozásáért főleg az 5' nem transziáit szakaszok a felelősek. A "leader" 
régióhoz szekvencia specifikus módon kapcsolódó 43RNP proteinek (Klaff és Gruissem, 
1995) a Dl fehérjék képződését a transzláció iniciáció szintjén befolyásolják (Staub és 
Maiiga, 1993). Azokban a fajokban, ahol az utóbbi folyamat konstitutív, poliszóma 
frakciók elemzése azt mutatta, hogy fény ill. klorofill jelenlétében a transzláció köztes 
termékei nem mutathatók ki, ami arra utal, hogy transzláció szabályozása az elongációs 
szakaszban történik (Mullet és mtsai, 1990). 
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A közelmúltban Chlamydomonas zöldalgával végzett kísérletek a psbA expresszié 
és a sejtmag által kódolt faktorok további együttműködésére világítottak rá (Yohn és mtsai, 
1996). Az egysejtű zöldalgában a psbA mRNS 5' nem transziáit szakaszán képződő hurok 
struktúrához egy 47 kDa fehérjéből (transzkripciós aktivátor) és egy 60 kDa proteinből 
(represszor) álló komplex kötődik. Az RNS-hez közvetlenül az aktivátor fehérje 
kapcsolódik, melynek erősségét a sejt redox állapota, ill. a 60 kDa-os protein 
foszforiláltsága befolyásolja. Az utóbbit a kloroplasztiszban jelenlevő ADP/ATP arány 
határozza meg: magas ADP koncentráció egy ADP-fuggő kináz aktiválása révén a 
represszor foszforilációját, ezáltal az aktivátor kapcsolódásának gátlását okozza (Dánon és 
Mayfield, 1994). 
Kloroplasztiszokban az inaktivált PSII centrumok (ld. 3.5. alpont) a tilakoid 
membránok sztróma régióiba vándorolnak, ahol mintegy akceptorként működnek a 
képződött Dl prekurzor fehérjék számára. A Dl szintézisnek ebben a szakaszában a 
hozzáférhető PSII centrumok száma további szabályozó tényezőként szerepelhet a 
transzláció szintjén (Adir és mtsai, 1990). 
Cianobaktériumokban a több génkópia jelenléte egy olyan mechanizmus 
jelenlétét sugallja, amely során a Dl fehérje mennyisége az egyes gének differenciális 
expressziója révén szabályozható. Az eukarótáktól eltérően a génműködés elsősorban 
transzkripciós szinten meghatározott (Mohamed és Jansson, 1989; Li és Golden, 1993). 
Az egysejtű Synechocystis sp. PCC 6803 kromoszómáján három Dl fehérjét 
kódoló gén található (Jansson és mtsai, 1987), melyek közül a psbA2 és psbA3 nukleotida 
sorrendje mindössze hat bázisban különbözik, és teljesen azonos proteint kódolnak. A 
psbAl gén az eddig vizsgált sejtvonalakban laboratóriumi nevelési körülmények között 
nem fejeződik ki; a gén által kódolt Dl fehérje szekvenciája jelentősen, 56 pozícióban eltér 
apsbA2/psbA3 által meghatározott aminosav sorrendtől (Mohamed és Jansson, 1989). 
A fényintenzitás növekedése minkét aktív gén transzkripcióját serkenti. Alacsony fényen 
nevelt sejtekben a psbA2 mRNS képviseli a transzkriptumok túlnyomó hányadát, a psbA3 
gén kisebb mértékben fejeződik ki. Mindkét RNS populáció élettartama ilyen körülmények 
között kb. 15 perc, ami sötétben, vagy elektron transzportot gátló vegyületek 
alkalmazásával fényben is jelentősen megnövekszik (kb. 7 óra). Ebben a tekintetben 
további eltérés, hogy a psbA2 transzkriptumok stabilitása nagyobb, ill. egy 0.9 kb 
hosszúságú degradációs termék mutatható ki, ami hiányzik a valamelyest gyorsabban 
degradálódó psbA3 mRNS esetében (Mohamed és Jansson, 1991). A transzkripció ill. az 
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átírt mRNS stabilitása szintjén fellelhető különbségek valószínűleg a divergens 5' gén 
szekvenciáknak tulajdoníthatóak (6. ábra). A két aktív bazális promóterben a -35 elem 
azonos, a -10 elem különbözik, melyek szekvenciája és elrendeződése nagymértékben 
emlékeztet az E. coliban leírt konszenzus régióra. A psbAl gén 5' szakaszán sem 
transzkripciós starthelyet, sem pedig -35 elemet nem találtak (Osievacz és Mclntosh 1987). 
A közelmúltban a psbAl által kódolt Dl fehérjét a kódoló régió psbA2 promóterhez történő 
fúziójával aktiválták psbA- háttérben. Érdekes módon a jelentősen eltérő fehérjét 
tartalmazó PSII centrumok működése nem különbözött a vad típustól (Salih és Jansson, 
1997). 
-35 
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TCCTGTT 
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7. ábra. A psbA2 és psbA3 gének 5' régiói, melyeken a -10, -35 elemek, a riboszómák kötéséért 
felelős Shine-Dalgarno (SD) szekvenciák és a csillaggal jelölt ATG kodon van feltüntetve. A 
transzkripció startpontját nyilak mutatják (Mohamed és Jansson, 1993 alapján). 
Több olyan cianobaktérium törzset izoláltak, melyben herbicid rezisztenciát okozó 
psbA alléi található. Ezekre az jellemző, hogy az esetek mindegyikében a fenotípusért a 
psbA géncsalád csak egy meghatározott tagja a felelős. Kihasználva, hogy a herbicid 
rezisztencia mérésével az egyes génkópiák megkülönböztethetőek, Bouyob és mtsai (1993) 
kimutatták hogy a Synechocystis 6803-ban kifejezett Synechocystis 6714-ből származó 
psbA allélek fényfüggő módon differenciálisán expresszálódnak. 
A másik intenzíven tanulmányozott cianobaktériumban, a Synechococcus sp. PCC 
7914-ben a PSII centrumok kétféle Dl fehérjét tartalmaznak. A Dl: l formát a psbAl, a 
Dl:2 formát a psbAII és psbAIII gének kódolják, melyek 25 aminosavban különböznek 
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(Golden és mtsai, 1986). A psbAI konstitutívan fejeződik ki normál fényviszonyok között, 
ekkor a PSII centrumokban Dl:l fehérje található (Kulkarni és Golden, 1994). Ha a 
fényintenzitás növekszik, a psbAI mRNS élettartama lecsökken, ezzel párhuzamosan a 
psbAII/psbAIII gének transzkripciója nő, és a reakciócentrumokban a Dl:2 forma válik 
dominánssá. Magas fényintenzitáson történő hosszabb idejű kezelés hatására mindhárom 
gén transzkripciója fokozódik, s a PSII centrumokban ismét a Dl:l fehérje mutatható ki 
(Kulkarni és mtsai, 1992, Campbell és mtsai, 1995). Alacsony hőmérséklet szintén a három 
gén differenciális működését indukálja, azonban a lassabb Dl turnover miatt a 
fehérjekicserélődés is lassabb ütemben megy végbe (Öquist és mtsai, 1995). Az psbA 
gének működésének e jellegzetes mintázatát a sejtben található tiol-csoportok -diszulfid 
hidak- redox állapota befolyásolja (Sippola és Aro, 1999). A csak egyik vagy másik 
fehérjét előállítani képes mutánsok vizsgálata arra mutatott rá, hogy a Dl fehérje formák 
tranziens kicserélődése a Synechococcus sejtek fontos stratégiája a fény stressz 
kiküszöbölésére. 
3.5. A PSII látható fény által okozott gátlása és helyreállítása. Szabályozási mechaniz-
musok. 
A fény a fotoszintézis működéséhez elengedhetetlen, azonban molekuláris szinten 
nehezen kezelhető reakciópartner, ami káros hatású is lehet. Ennek megfelelően a 
fotoszintetizáló élőlényeknek meg kellett birkózniuk azzal a feladattal, hogy a 
gerjesztéshez szükséges fénymennyiség begyűjtésével egyidőben kiküszöböljék a magas 
fényintenzitás által okozott gátló hatásokat. 
A fotoszintézis hatékonysága bizonyos tartományban egyenesen arányos módon 
növekszik a sejtekbe jutó fény intenzitásának növekedésével, azonban egy ponton 
maximumot ér el, amit elsősorban az adott élőlény alkalmazkodó képessége határoz meg. 
Ezen felül pedig a fotoszintetikus aktivitás csökkenése figyelhető meg főleg a PSII (Powles 
és mtsai, 1984), kisebb mértékben a PSI (Inoue és mtsai, 1986) gátlása következtében. Ez a 
folyamat, melyet az irodalomban „fotoinhibíció" néven foglalnak össze, napjainkban igen 
intenzíven kutatott jelenség (ld. Aro és mtsai, 1993; Barber és Andersson, 1992; Dau, 
1994; Telfer és Barber, 1992). Természetes körülmények között elsősorban akkor 
jelentkezik, ha a látható fény káros hatását egyéb szélsőséges körülmények, pl. alacsony 
hőmérséklet, szárazság (Havaux, 1992), légszennyezés (Godde és Buchwald, 1992) a 
fotoszintézis kapacitásának csökkentésével súlyosbítják. 
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A PSII magas fényintenzitással szembeni különös érzékenysége ennek a 
fotoszintézis többi komponensével metabolikus kapcsolatban álló víz-plasztokinon-
oxidoreduktáz komplexnek a sokrétű működéséből adódik. Aerob körülmények között a 
gerjesztett pigmentek nagy valószínűséggel lépnek reakcióba a molekuláris oxigénnel, ami 
káros termékek képződéséhez vezet, ill. a jelenlevő kivételesen magas oxidációs potenciál 
a környező molekulákat veszélyezteti. További probléma a PSII-ben zajló folyamatok 
eltérő kinetikája: az elsődleges fotokémiai reakciók még akkor is végmennek, ha az 
elektronok elvezetése valamilyen okból akadályozott (Osmond, 1994). 
A PSII-t érő gerjesztési terhelés rövid távú szabályozására több molekuláris 
szintű mechanizmus alakult ki, melyek egy része a reakciócentrumba jutó 
fényenergia mennyiségét befolyásolja, más része pedig magának a 
reakciócentrumnak a működésével kapcsolatos. Az előbbi típusba tartozó ún. „energia 
kioltást" a fénystresszt kísérő, a lumenben bekövetkező pH változás indukálja (Demmig-
Adams és Adams, 1996; Horton és mtsai, 1996). A pH csökkenése a lumenben található 
violaxantin deepoxidációját, ezzel az anteraxantin és zeaxantin koncentrációjának 
növekedését okozza, emellett a külső antenna nem mobilis részét képező CP26 és CP29 
fehérjéken egyes aminosavak protonálódását segíti elő. A fénybegyűjtő komplex ily 
módon fokozott xantofill-kötő képessége a klorofill pigmentek környezetét oly módon 
befolyásolja, hogy az energia hővé történő disszipációjának valószínűsége megnövekszik 
(Gilmore és Govindjee, 1999). 
A PSI és PSII folyamatok egyensúlyának eltolódásai a PSII külső antennájának 
mobilis részét is befolyásolják (Fork és Satoh, 1986). A jelenlegi modellek szerint a 
plasztokinon molekulák és/vagy a citbőf komplexek kinont kötő Qo helyének redukciója 
egy eddig nem azonosított redox jelátviteli láncon keresztül az LHC fehérjék 
foszforilációját indukálja (Gal és mtsai, 1997; Allén és Nilsson, 1997; Vener és mtsai, 
1998). A komplexben végbemenő konformáció változás miatt a külső antenna leválik a 
PSII-ről, majd a sztróma tilakoidokba diffundál, jelentősen csökkentve ezzel az aktív PSII 
centrumok fénybegyűjtő kapacitását (Nilsson és mtsai, 1997). In vivő az LHC foszforiláció 
átmeneti jellegű, viszonylag kis fényintenzitásnál maximumot mutat. A fényintenzitást 
növelve az LHC defoszforilációja válik meghatározóvá, ami feltehetően a ciklikus 
fotofoszforiláció visszaszorítását segíti elő (Rintamaki és mtsai, 1997). 
Az antenna mellett a reakciócentrumban található komponensek is részt vesznek a 
gerjesztési terhelés enyhítésében. A D1/D2 heterodimer környezetében két P-karotin 
molekula található, melyek védő szerepe a reakciócentrumban keletkező káros ágensek 
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közömbösítésében mutatkozik meg (ld. lejjebb). Ezenkívül a PSII körüli ciklikus 
elektron transzportban a citbs59 alegység különböző redox állapotain keresztül lehetővé 
válik az akceptor és a donor oldal közötti elektron áramlás, ami tovább csökkenti a magas 
oxidációs potenciálú termékek (pl. Pő8o+) felhalmozódását (Barber és De Las Rivas, 1993). 
A PSII fény iránt mutatott érzékenységének további következménye a központi 
helyzetű Dl fehérje egyedüllóan gyors degradációja és újraszintézise (Kyle és mtsai, 
1984; Mattoo és mtsai, 1984). Ez a folyamatosan végbemenő ciklus magas 
fényintenzitás mellett jelentősen felgyorsul az elektron transzport fokozódó gátlása 
miatt. Az ezzel párhuzamosan végbemenő PSII károsodás és a helyreállítás között 
dinamikus kapcsolat áll fenn: ezek egymáshoz viszonyított aránya adott körülmények 
között a fotoszintézis működőképességét döntő módon befolyásolja. Amikor a 
helyreállító kapacitás nem képes lépést tartani a károsodással, a fotoszintézis 
hatékonysága csökken, a sejtek növekedési üteme lassul. Nem véletlen tehát, hogy a 
folyamat egyes lépéseinek (8. ábra) felderítése az elmúlt évtizedben a fotoszintézis kutatás 
egyik központi kérdésévé vált. Az eredmények tükrében ezek a következőkben foglalhatók 
össze: 
(i) A PSII elektron transzport gátlása kétféle mechanizmus szerint mehet végbe 
a körülményektől függően. Ha a komplex akceptor oldalán a plasztokinon molekulák 
teljes mértékben redukált állapotba kerülnek, akkor oxidált Qb hiányában a kinon kötő hely 
üresen marad, ami a Qa kétszeres redukciójához, esetleg protonációjához vezet. Ezáltal 
megnövekszik a P68o+/Phe~ rekombináció, s ezzel együtt a Pőso triplett keletkezésének 
esélye (Vass és mtsai, 1992). A triplett állapotú elsődleges donor és a molekuláris oxigén 
kölcsönhatásában képződő nagyon reaktív szingulett O2 a protein környezetet károsítja. 
(Macpherson és mtsai, 1993). A fent említett folyamatok aerób körülmények között, 
elsősorban magas fényintenzitás mellett mennek végbe. Azonban a kinon akceptorok 
alacsony fényben is képesek rekombinálódni a vízbontó komplex Si,2 állapotaival, növelve 
ezzel a triplett klorofill károsításának valószínűségét (Keren és mtsai, 1997). 
A kloroplasztisz lumen savasodása miatt a donor oldalon a vízbontó komplex 
működése a Ca2+ ionok leválása miatt lassul (Krieger és mtsai, 1993). Az inaktiváció miatt 
a kivételesen magas redoxpotenciálú Pő8o+ és a TyrZ+ kationok életideje megnövekszik, 
ami a molekuláris környezet oxidatív károsodását és az elektron transzport gátlását idézi 
elő. A protein szerkezet sérülését ebben az esetben hidroxil gyökök felszabadulása kíséri 
(Hideg és mtsai, 1994). 
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. _ _ .. magas intenzitású látható fény . . . . _ _ .. 
aktív PSII *A inaktív PSII 
( 2 ) \ y Mn. 
szétesett PS II 
8. ábra. A magas fényintenzitás hatására bekövetkező PSII inaktiválás és az azt követő helyreállítás 
főbb lépései. 
(ii) A fent említett reakciók a Dl (kisebb mértékben a D2) fehérje oxidatív 
károsodását okozzák, elsősorban a kofaktor kötő helyek környezetében és a vízbontó 
komplex felé hajtogatódó C-terminális szekvencián (Barber 1998). Ez kifejezett 
konformáció változást indukál, ami a elősegíti a Dl fehérje proteáz enzimek általi 
specifikus degradációját. Ez magába foglal egy lassabb, GTP-t igénylő szerin típusú 
proteáz általi hasítási lépést, és egy gyorsabb, ATP jelenlétében végbemenő kevésbé 
specifikus proteolízist (Spetea és mtsai, 1999). Ezzel összhangban, mind in vitro, mind 
pedig in vivo egy 23.5 kDa N-terminális és egy 10 kDa C-terminális fragmentet mutattak 
ki, amely az elsődleges vágási helyet a DE hurok régióra helyezi (Greenberg és mtsai, 
1987; Canovas és Barber, 1993). A más kísérletekben tapasztalt további ffagmentek (24 
kDa és 16 kDa C-terminális, 18 kDa N-terminális) megjelenése azt sugallja, hogy a vágási 
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hely a gátláshoz vezető körülményeknek a függvénye (De Las Rivas és mtsai, 1992, 
Kettunen és mtsai, 1996). 
(iii) A Dl fehérje inaktivációja súlyos következménnyel jár a PSII szerveződésére 
nézve. A degradációs folyamat részeként a PsbO, PsbP és PsbQ alegységek leválása, a Mn 
atomok kiesése mellett a PSII részleges szétesése mutatható ki (Hundal és mtsai, 1990). 
Az LHCII elvesztése után a funkcionális PSII dimerek monomerekre disszociálnak, a 
CP43 fehérje kilépése mellett (Barbato és mtsai, 1992). 
A helyreállító mechanizmusok a Dl fehérje de novo szintézisét, a 
poszttranszlációs változásokat és az új fehérjék PSII komplexekbe épülését foglalják 
magukba (ld. 3.3. alpont, ill. Wollmann és mtsai, 1999). Az inaktív "core" komplexek a 
grana régiókból a sztróma tilakoidokba vándorolnak, ahol szubsztrátként szerepelhetnek az 
újonnan szintetizálódott Dl fehérjék számára (Adir és mtsai, 1990). A tilakoid 
membránokban a PSII teljes szétesését is demonstrálták (van Wijk és mtsai, 1997). Ebben 
az esetben az újonnan képződött Dl fehérje először a D2, majd a citb559, a Psbl és a CP47 
proteinekkel kerül kölcsönhatásba. A gránum régiókba történő diffúzió után a vízbontó 
komplex és a kofaktorok aktiválásával és a CP43, ill. az LHCII visszakapcsolódásával a 
PSII dimerizációja újra működőképes egységeket eredményez (van Wijk és mtsai, 1996). 
A tilakoid protein foszforiláció a PSII ill. a Dl protein inaktivációját és 
helyreállítását több ponton befolyásolja. A PSII alegységek közül az LHCII mellett a Dl 
és D2, a CP43 ill. a PsbH fehérjék foszforilációja a legintenzívebb (Silverstein és mtsai 
1993; Bennett, 1991; Elich és mtsai, 1993). Az antennaméret redox-mediált szabályozása a 
gerjesztési energia eloszlásán túl a sejt metabolikus igényének megfelelő ATP és NADPH 
szint kialakításában játszik szerepet (ld. feljebb). 
Az inaktivált Dl protein enzimatikus hasítása csak fényfuggő defoszforiláció után 
következik be, ugyanakkor az intakt molekulák defoszforilációja fénytől függetlenül, gyors 
kinetikával zajlik. Ez a PSII teljes szétesését megakadályozó mechanizmus biztosítja, hogy 
a Dl degradáció és szintézis egymással összhangban működjön (Rintamaki és mtsai, 
1996). 
A többi reakciócentrum alegység foszforiláltsága is feltehetően a PSII stabilitását 
befolyásolja stressz körülmények között (Summer és mtsai, 1997; Dannehl és mtsai, 1995). 
Ezenkívül a PSII helyreállítási ciklusa során csak foszforilált állapotban képes 
monomerekké alakulni (Kruse és mtsai, 1995), ill. az LHC komplex lebontását a Dl 
fehérjéhez hasonlóan defoszforilációnak kell megelőznie (Lindahl, 1995). Ezeket a 
folyamatokat a plasztokinon molekulák ill. Q0 hely redox állapotán túl (Gal és mtsai, 1997; 
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Vener és mtsai, 1997) a egyes szabályozó fehérjék SH-csoportjainak redukáltsága is 
meghatározza (Carlberg és mtsai, 1999). 
A PSII fehérjéken kívül a redox aktivált foszforiláció szerepe az alegységeket 
kódoló gének expressziójában is tükröződik. A legtöbbet tanulmányozott psbA gén 
működését a transzkripció iniciáció (Baginsky és mtsai, 1997), a Chlamydomonasban a 
mRNS "splicing" (Deshpande és mtsai, 1997) és transzláció (Kim és Mayfield, 1994) 
szintjén befolyásolja. Az Allén és mtsai által felállított modell szerint a különböző 
fényviszonyokhoz való alkalmazkodás részeként az optimális PSII/PSI arány 
kialakításában egy kétkomponensű redox érzékeny kináz rendszer vesz részt (Allén, 1993 
és 1995; Allén és Nilsson, 1997), főképpen a kloroplasztisz gének transzkripciós 
aktivitásának szabályozásán keresztül (Pfannschmidt és mtsai, 1999). 
Cianobaktériumokban a látható fény káros hatásainak csökkentésében a xantofill 
ciklus hiánya miatt az antennaméret változtatása kerül előtérbe (ld. Fujita és mtsai, 1994; 
Campbell és mtsai, 1998). A PSII reakciócentrumba jutó gerjesztési energia mennyiségét 
az ApcD, allofikocianin B típusú fehérje érzékeli (Glazer és mtsai, 1985), amely ennek 
megfelelően elősegíti a fikobiliszómák gyors diffúzióját a tilakoid membránokban 
(Mullineaux és mtsai, 1997). További elképzelés, hogy a folyamatban az egyes fotokémiai 
rendszerek reverzibilis oligomerizációja játssza a kulcsszerepet (Bald és mtsai, 1996). A 
fentebb említett redox aktivált foszforiláció jelentőségét cianobaktériumokban is javasolták 
(Sanders és mtsai, 1989). 
Mutánsokon végzett kísérletek igazolják, hogy a Dl fehérje inaktivációja és pótlása 
Synechocystisben is egymással összhangban történik és ez a szinkronizáció kapcsolatban 
van az akceptor oldalon található QB kötő zseb konformációjával (Komenda és Barber, 
1995). Ezt a feltételezést támasztja alá az a megfigyelés, hogy herbicid rezisztens 
mutánsokban a Dl protein lebontása lassabban megy végbe, ami a sejteknek fokozott 
fényérzékenységet kölcsönöz (Kirilovsky és mtsai, 1989). DesA inaktivált mutánsok 
vizsgálata azt mutatta, hogy a kétszeresen telítetlen membrán lipidek hiánya a Dl gátlás 
mértékét szintén növeli (Gombos és mtsai, 1992). Cianobaktériumokban a látható fény 
által okozott inaktiváció enyhítésében a PSII centrumok helyreállításának van döntő 
szerepe, aminek legjelentősebb tényezője a psbA génkópiák redox módon szabályozott 
differenciális kifejeződése (ld. 3.4. alpont). 
A bíborbaktériumok reakciócentruma a szerkezeti analógia ellenére aerób 
körülmenyek között sokkal ellenállóbb a fénystresszel szemben, mint a PSII, hacsak nem 
karotinmentes mutánsból izolálják, vagy a karotin kivonásra nem kerül (Cogdell and 
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Frank, 1987). Az előbbiben található karotin molekula a járulélos bakterioklorofillokhoz 
való közelsége miatt hatékonyan részt vállal a klorofill triplettek semlegesítésében (Newell 
és mtsai, 1991), mialatt a PSII két P-karotinja elsősorban a keletkező szingulett oxigén 
gyökök kioltásában játszik szerepet (Telfer és mtsai, 1994). Ennek magyarázata lehet, hogy 
míg a bakteriális primer donorjának redoxpotenciálja 0.4-0.5 V, addig a P680+/P680 esetén 
ezt 1.17 V értékre becsülik (Klimov és mtsai, 1979), ami a túl közel elhelyezkedő karotin 
molekulákat oxidatívan károsítaná (Telfer és mtsai, 1991). További különbség a két 
fűtőrendszer eltérő működése: a ciklikus elektron transzportot katalizáló bakteriális 
komplexhez képest a PSII lineáris elektronátadásban vesz részt, amely akár az akceptor-, 
akár a donor oldalon sebességmeghatározóvá válhat. Ezért lényeges annak hangsúlyozása, 
hogy a PSII fényindukált gátlását nem elsősorban a magas fényintenzitás per se, hanem a 
fotokémiai reakciók optimálistól eltérő alakulása okozza. 
3.6. Az UV-B sugárzás hatása 
A napfény fotoszintézis működését érintő tartományait a látható régió (400-700 
nm) mellett az UV-B (280-320 nm) és az UV-A (320-400 nm) sugárzás alkotja. A 
sztratoszférikus ózonréteg szűrő hatása miatt az UV-C (200-280 nm) sugarak teljes 
mértékben, az UV-B sugarak pedig jelentős részben elnyelődnek (Caldwell és mtai, 1989). 
Az emberi tevékenységből származó légszennyezés a felső légrétegekben az ózon 
csökkenését eredményezte, aminek következtében a Földet érő UV sugárzás összetétele a 
rövidebb hullámhossz tartományok felé tolódott, megnövelve ezzel elsősorban az UV-B 
komponens arányát (McFarland és Kaye, 1992). A bioszférába jutó UV-B fotonok 
mennyisége, s ezzel együtt aránya a látható fényhez képest jelentős ingadozásokat mutat 
évszaktól, földrajzi helyzettől, mikroklimatikus viszonyoktól függően (Madronich és 
mtsai, 1998). Mindezek a tendenciák együttesen az UV-B sugárzás biológiai rendszerekre 
kifejtett hatását napjainkban reflektorfénybe helyezték (ld. Tevini és Teramura, 1989; 
Teramura és Suliivan, 1994; Stapleton, 1992; Vass, 1996; Strid és mtsai, 1994; Jansen és 
mtsai, 1998). 
Az UV-B fény az élő szervezetre nézve káros hatású; közvetlen célpontjai között 
olyan jelentős makromolekulák szerepelnek, mint a nukleinsavak, fehérjék és a lipidek. A 
DNS-sel történő kölcsönhatása többféle káros termék képződéséhez vezet, melyek 
akadályozhatják a transzkripció normális működését, ill. a DNS megkettőződéskor 
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mutációk felszaporodását okozhatják (Sancar és Sancar, 1988). A növényi szervezetekben 
leggyakrabban megfigyelt ciklobután-pirimidin dimerek helyreállítása a fotoreaktivációs és 
az „excision repair" mechanizmusok révén valósul meg (Britt, 1996). Az előbbi 
folyamatban a fotoliáz enzim vesz részt, amely UV-A/kék fény segítségével közvetlenül 
hasítja a dimereket, visszaállítva ezzel az eredeti bázisszerkezetet. Az enzimet kódoló phrl 
gént Arabidopsisban a közelmúltban izolálták, melynek mutációja UV-B érzékenységet 
okoz (Landry és mtsai, 1997). Mivel a sötétben, lassabb kinetikával és több faktor 
részvételével zajló javítás meglétét kevesebb élőlényben írták le, valószínűleg a DNS 
károsodás nagy részét a fotoreaktiváció javítja (Quaite és mtsai, 1994; Britt és mtsai, 1993; 
Britt, 1996). 
Az UV-B sugárzás egyik fő hatóhelye a fotoszintetikus apparátus, melynek 
szinte minden résztvevőjét károsan befolyásolja (ld. Vass, 1996). A fűtőrendszerek közül 
a PSII mutatja legnagyobb érzékenységet (Bornman, 1989; Strid és mtsai, 1990), de 
nagy UV intenzitás mellett a PSI (Brandle és mtsai, 1977), az ATP-szintáz komplex 
(Zhang és mtsai, 1994), továbbá a szén-dioxid megkötés kulcsenzime, a RUBISCO is 
károsodik (Strid és mtsai, 1990). A PSII reakciócentrumában több potenciálisan UV-B 
elnyelő redox komponens található, melyek pontos szerepe az elektron transzport gátlásban 
még nem teljesen tisztázott. Több in vitro és in vivo kísérlet bizonyítja, hogy elsősorban a 
vízbontó komplex működése gátlódik, melyet a Q A és QB plasztokinon molekulák, ill. a 
redox aktív TyrZ és TyrD aminosavak károsodása kísér (Vass és mtsai, 1996, 1999; 
Greenberg és mtsai, 1989; Renger és mtsai, 1989). Az UV-B besugárzás további 
következménye a Dl és D2 reakciócentrum fehérjék specifikus degradációja (Spetea és 
mtsai, 1996; Barbato és mtsai, 1995), amellyel párhuzamosan a Dl protein 23 kDa C-
terminális és kb. 12 kDa N-terminális fragmenjei mutathatók ki (Friso és mtsai, 1993). Az 
egyik lehetséges mechanizmus szerint a gátlásban a vízbontás melléktermékeként képződő 
hidrogén-peroxidból a besugárzás hatására hidroxil gyökök keletkeznek (Wydrzynski és 
mtsai, 1989), melyek a mangán komplex protein környezetét roncsolják (Hideg és mtsai, 
1996). A vízbontásért felelős mangán komplex kötésében a Dl és D2 proteinek együttesen 
vesznek részt, azonban a Dl fehérjével való asszociáció jóval szorosabb (Svensson és 
mtsai, 1990). Ezzel összhangban a detektált ffagmentméret a vágási helyet a Dl fehérje 
második transzmembrán hélixére teszi, arra a helyre, ahol a vízbontó egység kötését 
feltételezik. 
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A heterodimer fehérjék lebomlása és újraszintézise alacsony intenzitású látható 
fénnyel kiegészített UV-B sugárzás hatására fokozottan felerősödik (Jansen és mtsai, 1996, 
Babu és mtsai, 1999), ugyanakkor a magas látható fényintenzitás károsodást enyhítő 
hatását is megfigyelték (Warner és Caldwell, 1983), ami a két fénykomponens öszetett 
kapcsolatát mutatja. Valószínűsíthető, hogy a fotoszintézis működését érintő UV-B 
hatások -magas oxidációs potenciálú kationok felhalmozódása a vízbontás gátlása miatt, a 
PSII helyreállítás DNS sérülése miatti gátlása, a xantofill-ciklus kulcsenzimeinek sérülése 
(Pfündel és mtsai, 1992), stb.- fokozzák a látható fény által okozott károsodást, mialatt az 
utóbbi jelenléte a DNS helyreállítását végző fotoreaktivációt serkenti (ld. Vass, 1996). 
A Synechococcus cianobaktériumban a fénygátláshoz hasonlóan az UV-B 
károsodás is a psbA gének differenciális expresszióján keresztül két Dl fehérjeforma 
átmeneti kicserélődését okozza (Campbell és mtsai, 1998). Az ATP-fuggő proteázt kódoló 
clpl gén deléciója súlyosbítja a PSII elektron transzport UV-B okozta gátlását, s 
megakadályozza látható fényen a proteincsere által történő helyreállítást (Porankiewicz és 
mtsai, 1998). UV-B fénnyel besugárzott cianobaktérium sejtekben a fikobiliszómák 
funkcionálisan szétkapcsolódnak a reakciócentrumoktól a fikobiliproteinek degradációja 
miatt (Lao és Glazer, 1996). 
A pigment-protein komplexek mellett a tilakoid membránok, és a sejtmembrán 
szerkezete is megváltozik, s ez az ionáteresztő képesség növekedését okozza (Chow és 
mtsai, 1992; Murphy és Wilson, 1982). Ezzel összefüggésben az UV-B sugárzás 
fotoszintézisre gyakorolt közvetett hatásainak egyike a sztómazáródás indukciója intakt 
levelekben, amely a gázcsere hatékonyságát csökkenti (Negash és Bjorn, 1986). A levél 
vastagságának és szerkezetének változásai szintén jelentősen módosítják a fény 
fotoszintetikusán aktív szövetekbejutását (Borman és Vogelmann, 1991). 
Habár az emelt UV-B szint mellett az indolecetsav fotooxidációját figyelték meg 
(Tevini és mtsai, 1989), a károsodást nem okozó alacsony UV intenzitás által kiváltott 
morfogenezis fontos szerepet játszik az adaptációs folyamatokban (Rozema és mtsai, 
1997). Az egyik jellegzetes válaszreakció a fitokróm receptorok közreműködésével zajló 
hipokotil megnyúlás gátlása (Kim és mtsai, 1998). 
A polifenol típusú vegyületek felhalmozódása UV-B sugárzás hatására általános, a 
szárazföldi növényvilág evolúciója számára rendkívül fontos jelenség. Ilyen vegyületek a 
levél epidermisz felső sejtrétegeiben UV-szelektív szűrőként működő flavonoidok (Day 
és Vogelmann, 1995), amelyek emellett aktív oxigén formákat semlegesítő hatást is 
kifejtenek a lipid peroxidáció enyhítésére (Takeuchi és mtsai, 1996). Cianobaktériumokban 
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hasonló UV-abszorbensek a vízoldékony mikosporin aminosavak és konjugátumaik, 
továbbá különböző karotinoidok felhalmozódását mutatták ki a külső membránban 
(Ehling-Schulz, 1997). 
Az UV-B sugárzás korai következménye a génexpresszió megváltozása, 
aminek egyik megnyilvánulása az eddig vizsgált összes fotoszintetikus géntermék 
mennyiségének csökkenése. A sejtmagi gének nagyobb érzékenységet mutatnak, mint a 
kloroplasztisz transzkriptumai: a cab (klorofill a/b kötő fehérje) mRNS eltűnése jóval 
gyorsabb ütemben zajlik, mint apsbA mRNS szint csökkenése (Jordán és mtsai, 1991). Ez 
alátámasztja azt a megfigyelést, hogy a plasztisz gének jelentős mértékű poszt-
transzkripciós szabályozás alatt állnak (Taylor és mtsai, 1989). Az RNS szintű 
változásokat az organelláris fehérjeszintézis gátlása kíséri (Jordán és mtsai, 1994; Strid és 
mtsai, 1994). A transzkriptumok szintjének redukciója a fiatal levelekben kevésbé 
kifejezett, s a kloroplasztisz sejtmag felé közvetített jelátvitelétől függetlenül bekövetkezik 
(Jordán és mtsai, 1998). 
A fotoszintetikus fehérjék mellett további faktorok termelődése is módosul a 
transzkripció szintjén, melyek között főként fehérje lebontást végző enzimek, jelátviteli 
molekulák és másodlagos metabolitok szintéziséért felelős enzimek szerepelnek (Brosché, 
1999). Az utóbbiak közül legrészletesebben a flavonoid bioszintézis egyik 
kulcsenzimének, a csalkon-szintáznak (CHS) a kifejeződését tanulmányozták. UV-B, 
UV-A és kék fény hatására a chs mRNS néhány órán belül nagymértékben emelkedik, ami 
később az enzimaktivitás növekedéséhez vezet (Chappel és Hahlbrock, 1984). Az 
indukcióért a gén promóterében található 41 bp hosszúságú cisz-elemek felelősek, 
melyekhez MYB- és bázikus leucin zippzár (bZIP) típusú transzkripciós faktorok kötődnek 
(Weisshar és mtsai, 1991; Hartmann és mtsai, 1998). A különböző jelátviteli utak 
összefonódására utal az is, hogy az génaktivitás UV-B és az UV-A/kék fény egyidejű 
besugárzása esetén maximális (Fuglevand és mtsai, 1996). A közelmúltban egyes, a chs 
expresszió változását eredményező molekuláris szintű eseményekre is fény derült. A 
felállított modellek szerint az UV-B sugárzás egy eddig még nem azonosított receptoron 
keresztül a sejtmembránban zajló redox folyamatokat befolyásolja, ami a citoplazmában a 
Ca2+ szint emelkedését idézi elő (Long és Jenkins, 1998). A magas kationkoncentráció már 
milliszekundum időtartamú UV-B pulzusok hatására kialakul (Frohnmeyer és mtsai, 
1999). Gátlószerekkel végzett kísérletek azt mutatják, hogy a jel továbbításában 
foszforilációs/defoszforilációs reakciók ill. kalmodulin szabályzó fehérjék aktív szerepet 
játszanak, továbbá, hogy folyamathoz működőképes fehérjeszintézisre van szükség 
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(Christie és Jenkins, 1996). Az UV-A/kék fény esetén a hatást a nemrég azonosított CRY1 
fotoreceptor közvetíti (Jackson és Jenkins, 1995). 
A génexpresszió megváltozásában az UV-B sugárzás hatására keletkező 
reaktív oxigén formák is részt vesznek. A PR-1 (pathogen related-1) gén UV 
indukciójában a szingulett oxigén közvetít (Green és Fluhr, 1995). Az UV-B és a sebzés 
által kiváltott jelátviteli láncok összefonódását mutatja, hogy a jázminsav bioszintézisre 
nem képes paradicsom mutánsban a proteináz-inhibitor gének UV fény általi serkentése 
akadályozott (Conconi és mtsai, 1996). UV-B hatására a membránban lokalizált NADPH-
oxidáz aktivitás a lipid peroxidáció mértékével párhuzamosan növekszik, melynek hatására 
elsősorban a peroxidáz és a glutation reduktáz típusú emzimek aktiválódnak (Rao és mtsai, 
1996). Antioxidáns kezeléssel gátolható a cab és a psbA mRNS csökkenése, tehát 
valószínű, hogy a fotoszintetikus gének magas fényben ill. nagyobb fotoszintetikus 
aktivitás mellett (pl. fiatal szövetekben) megfigyelt kisebb UV-érzékenysége a sejt 
gyökkioltó kapacitásával van összefüggésben (A.-H.-Mackerness és mtsai, 1998). 
Az eddig tanulmányozott növényfajok kb. fele érzékenynek, 20-30%-a toleránsnak, 
a többi pedig inszenzitívnek mutatkozott az UV-B sugárzással szemben (Teramura és 
Suliivan, 1994). Ugyanakkor az élőlények védekezési mechanizmusainak kialakítására és 
fenntartására használt anyagcsere ráfordításával nem vagyunk tisztában. Az emelkedett 
UV-B szint metabolikus és morfogenetikai hatásai a fajok közötti versengést, s az 
ökoszisztémák szerkezetét markánsan befolyásolhatja (Rozema és mtsai, 1997). 
3.7. A Synechocystis sp. PCC 6803 
A cianobaktériumok prokarióta, gram negatív sejtfalú organizmusok, melyek a 
természetes élőhelyek rendkívül széles skáláját meghódították (Rippka és mtsai, 1988). E 
heterogén csoport taxonómiai elemzése a Pasteur-féle törzsgyűjtemény (Pasteur Culture 
Collection, PCC) tiszta cianobakteriális sejtvonalainak fiziológiai, genotipikus, ill. 
elsősorban morfológiai bélyegek alapján történő vizsgálatán alapul (Rippka, 1979). 
A Synechocystis sp. PCC 6803 faj nitrogén megkötésére nem képes, kerekded alakú 
sejtjei (ld. 9. ábra) általában nem képeznek aggregátumokat, s rövid osztódási periódussal 
autotróf módon növekednek. Az eredeti izolátum PSII aktivitás mellett 
glükózérzékenységet mutatott, azonban sikerült olyan spontán mutáns törzset előállítani, 
amely mind PSII hiányában, mind pedig jelenlétében glükóz toleránsnak bizonyult. így 
31 
tehát lehetővé vált antibiotikum rezisztens, PSII hiányos mutánsok létrehozása, melyek 
heterotróf módon nevelhetők (Williams és mtsai, 1988). Sötétben tartva napi néhány 
perces megvilágítás elegendő a glükóz jelenlétében történő gyors növekedéshez (Anderson 
és Mclntosh, 1991). 
9. ábra. A Synechocystis 6803 sejt elektronmikroszkópos felvétele. Jól láthatóak a sejt perifériáján 
elhelyezkedő tilakoid membránok (Dr. Mustárdy László jóvoltából). 
Azonkívül, hogy a Synechocystis PSII vizsgálatokra alkalmas, sejtjei természetes 
módon képesek idegen eredetű DNS felvételére, amely homológ rekombinációval 
beépülhet a cianobaktérium genomba (Jansson és Lönneborg, 1991). A 3.6 Mb méretű 
kromoszómák általában több kópiában fordulnak elő (Churin és mtsai, 1995). Nemrégiben 
stabilan fennmaradó, a kromoszómáktól függetlenül replikálódó plazmid vektorokat 
fejlesztettek ki. melyek konjugációval nagy hatékonysággal a sejtbe juttathatók (Kreps és 
mtsai, 1990; Maraccini és mtsai, 1993). Ezek a tulajdonságok, ill. az a tény, hogy a teljes 
genom szekvenciája ismert és hozzáférhető (Cyanobase, vAvw.kazusa.or.jp), a 
Synechocystist a PSII-vel kapcsolatos molekuláris genetikai vizsgálatokra rendkívül 
alkalmassá teszik. 
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4. A N Y A G O K É S M Ó D S Z E R E K 
4.1. A Synechocystis tenyésztési körülményei 
Kísérleteinkhez a Synechocystis sp. PCC (Pasteur Culture Collection of axenic 
cyanobacterial strains) 6803 sejtvonalat használtuk. A sejteket 30 °C-on 1.2% agart tartalmazó 
BG-11 (Rippka és mtsai, 1979) táptalajon neveltük fotoautotróf módon, a folyadék kultúrákat 
5% CO2 -t tartalmazó levegővel enyhén buborékoltattuk, ill. a későbbiekben termosztálható 
rázógépben (Gallenkamp) szintén 5% CO2 -t tartalmazó légtér alatt rázattuk. A sejttenyészetet 
30-40 pE m"2 s"1 fényintenzitás mellett nevelve késői exponenciális növekedési szakaszban 
(OD73o=0.8-1.2) használtuk fel kísérleteinkhez. A kultúrák optikai denzitását 
spektrofotométerrel (UV-160, Shimadzu) 730 nm-en mértük. Hosszabb idejű tárolás céljából a 
szuszpenziókat folyékony nitrogénben fagyasztottuk le kis térfogatokban, majd -80 °C-ra 
helyeztük. A sejtek mechanikai sérülését 5% metanol vagy 8% DMSO hozzáadásával 
csökkentettük. 
4.2. A Rhodobacter sphaeroides nevelési körülményei, reakciócentrum izolálás 
A karotinmentes Rhodobacter sphaeroides mutáns (R-26) fotoheterotróf módon nőtt 
anaerob körülmények között, kálium-szukcináttal kiegészített médiumban (Ormerod és mtsai, 
1961) 30 °C-on 90 pE m"2 s"1 fényintenzitás mellett. A reakciócentrumok preparálása Tandori 
és mtsai (1996) által leírt módon történt. 
4.3. Tilakoid membránok izolálása Synechocystis sejtekből 
A cianobaktérium sejteket centrifugálás után (4000xg, 10 perc) A pufferrel (50 raM 
MES/NaOH, pH=6.5, 5 raM EDTA, 1 mM PMSF, 2 mM aminokapronsav, 1 mM benzamidin) 
mostuk, majd 0.4 ml A pufferben felszuszpendáltuk. Ugyanannyi mennyiségű üveggyöngyöt 
(0150-212 pm, Sigma) -melyet előzőleg A pufferrel legalább 60 percig ekvilibráltunk-
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tartalmazó Eppendorf-csőbe vittük át a szuszpenziót, majd a keveréket 3x90 másodpercig 
kémcsőkeverővel erősen rázattuk 1 perces időközönként. Az üveggyöngyöket ezután 3x0.5 ml 
A pufferrel mostuk, a folyadék fázist új Eppendorf-csőbe gyűjtöttük össze. A feltöretlen 
sejteket és a sejttörmeléket 45 s, 9000xg-vel történő centrifugálással elkülönítettük, majd a 
felülúszót tovább centrifugáltuk 15000xg-vel 15 percig. A tilakoid membránokat 0.15 ml 50 
mM Tris/HCl-t (pH=7.5) és 1 M szacharózt tartalmazó pufferben vettük fel. Az izolálás 
minden lépését 4 °C-on végeztük. 
4.4. Cianobaktérium sejtek [ S]-metioninnal történő pulzus jelölése 
A közönséges körülmények között nevelt sejteket centrifűgálással öszegyüjtöttük, BG-11-
S médiumban (összetétele megegyezik a BG-11 tápoldattal, azonban a MgS04, ZnSŰ4 ill. 
CUSO4 összetevők MgCh, ZnCl2 és Cu(N03)2 vegyületekkel vannak helyettesítve) 
felszuszpendáltuk. A klorofill koncentrációt 30 pg ml"1 értékre állítottuk, majd a szuszpenziót 
egy óráig 200 pE m'2 s"1 fényintenzitás mellett 30 °C-on inkubáltuk. Miután [35S]-metionin 
(Amersham Pharmacia Biotech, 1 pCi ml"1 végkoncentrációban) hozzáadása után a sejteket 
további 60 percig látható fényen tartottuk, melyeket centrifugálással összegyűjtöttünk, s 
változatlan mennyiségű friss BG-ll-S tápoldatban felszuszpendáltunk. A megfelelő 
fénykezelések során tilakoid izolálás (4.3. alpont) céljából 8 ml mintát vettünk adott 
időpillanatban, s a zsebenként 5 pg klorofillt tartalmazó preparátumokat SDS-PAGE után 
filterre kötöttük, majd autoradiografáltuk. A Dl sávok azonosítását Western blot analízissel 
végeztük (4.7. alpont). 
4.5. Cianobaktérium sejtek fotoszintetikus aktivitásának mérése 
Az oxigénfejlesztő képesség mérése Clark-típusú elektróddal (DW2, Hansatech) történt, 
0.5 mM DMBQ mesterséges elektron akceptor jelenlétében, 1000 pE m"2 s"1 fényintenzitás 
mellett. 
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4.6. Az UV-B besugárzás körülményei 
A kísérletek egy részében a sejteket szobahőmérsékleten centrifugálással (10 perc, 
4000xg) gyűjtöttük össze, majd a klorofill a koncentrációt mértük metanolos extrakcióval 
(Wellburn és mtsai, 1984). A sejtszuszpenzió töménységét 30 pg Chl a ml"1 értékre állítottuk 
be friss BG-11 tápoldat hozzáadásával. A sejtek besugárzását erre a célra kialakított 
termosztálható üvegtálcában végeztük folyamatos kevertetés mellett 30 °C-on, melyben a 
sejtszuszpenzió mélysége kb. 15 mm volt. UV-B fényforrásként Vilbert-Lourmat típusú (VL-
215M) lámpát használtunk, amely 312 nm-es emissziós maximummal rendelkezett. A 
spektrum 290 nm alatti UV-C tartományának kiszűréséhez a fényforrás és a szuszpenzió közé 
0.1 mm vastag cellulóz-acetát filtert (Clarfoil, Courtlauds Chemicals) helyeztünk. A lámpa 
által kibocsátott UV-B fény intenzitása radiométerrel (9750300, Cole-Palmer) 312 nm-en 
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történő mérések alapján 60 pE m" s" volt a sejtszuszpenzió felszínén, amit egyes 
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kísérletekben több filter alkalmazásával 6 pE m" s" értékre csökkentettünk. Ilyen 
körülmények között az optikailag sűrű minta abszorpcióját figyelembe véve (Rontó és mtsai, 
1991) a szuszpenzió belsejébe 2, ill. 0.2 pE m"2 s"1 UV-B sugárzás jutott. Ezek az értékek 
természetes léptékűek, hiszen nyáron, a déli órákban mérhető 2000 pE m"2 s"1 intenzitású 
napfényben mintegy 7 pE m"2 s"1 UV-B komponens van jelen. 
A dózisfüggés méréséhez 5 ml, 7.5 mm rétegvastagságú sejttenyészetet sugároztunk be 75 
és 40 pE m"2 s"1 UV-B fénnyel, amely a szuszpenzió belsejében mintegy 5 ill. 2.6 pE m"2 s"1 
intenzitást eredményezett. 
A luciferáz riporter gént tartalmazó mutánsok kezelésekor a mikrotiter lemezekben nevelt, 
kb. 25 mm"2 felületű cianobaktérium tenyészetek felszínére a látható folyamatos fény mellett 6 
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pE m" s" UV-B sugárzás jutott. Az UV-C komponens kiszűréséhez ezeknél a méréseknél is 
cellulóz-acetát filtert alkalmaztunk. A kontroll sejtek fölé UV-B fényt kiszűrő műanyag fóliát 
helyeztünk. 
Az UV-B besugárzás előtt, bizonyos esetekben a besugárzás alatt, továbbá a 
a * 
helyreállási szakaszban a sejteket 30 pE m' s" látható fény alatt tartottuk. 
A Rhodobacter sphaeroides R-26 mutáns UV-B kezelését 10 mM Tris, 0.1 % LDAO, 
20 mM EDTA, 100 mM NaCl tartalmú oldószerben végeztük 4 °C-on. A besugárzáshoz a fent 
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említett Vilbert-Lourmat lámpát használtunk, az UV-B intenzitása 50 pE m s volt, az UV-C 
sugárzás kiszűréséhez UG-11 filtert (Schott) alkalmaztunk. Egyes kísérletekben a mintákat 
további 10 pE m"2 s"1 vörös háttérfénnyel világítottuk meg. Ilyen feltételek mellett a jelenlevő 
QB 70-80 %-a redukált szemikinon állapotban volt a mintában, ami a 450 nm-en mért flash-
indukált abszorpció változás nyomon követésével volt igazolható (ld. Tandori és mtsai, 1996). 
4.7. SDS-PAGE gélelektroforézis és immunoblot analízis 
Az izolált tilakoid membrán fehérjéket 12-17%-os lineáris grádienst képviselő SDS 
poliakrilamid gélen választottuk szét, amely 6M ureát tartalmazott (Barbato és mtsai, 1991). 
Cianobaktérium tilakoid mintákból klorofillra nézve 4 pg, a Rb. sphaeroides R-26 mutánsból 
származó reakciócentrum preparátumból 8 pg mintát mértünk az egyes zsebekbe. A fehérje 
alegységeket Coomassie BB G-250 festéssel tettük láthatóvá, a sávok denzitását integráló 
egységhez (HP-33941, Hewlett Packard) csatlakoztatott denzitométerrel (Biorad 1650) 
határoztuk meg. 
Az immunoblot analízishez a fehérjéket nitrocellulóz membránra (0.45 pm, Sartorius) 
kötöttük elektroblottoló egységben (LKB, Bromma) Dunn puffert használva (3 mM Na2CC>3, 
10 mM NaHC03, 20% metanol), szobahőmérsékleten, 25 V, 0.5 mA paraméterek mellett. A 
Dl proteint a C-terminális végét felismerő specifikus ellenanyag (Dr. Peter Nixon jóvoltából) 
segítségével detektáltuk. A reakciót Barbato és mtsai (1991) leírása alapján tettük láthatóvá, a 
Dl fehérje mennyiségét denzitometriás módszerrel vizsgáltuk. 
4.8. Idegen DNS bejuttatása Synechocystis sejtekbe 
Friss táptalajon nevelt cianobaktérium tenyészetről származó vagy mélyhűtőben tárolt 
sejteket 50 ml BG-11 tápoldatba oltottunk, majd a szuszpenziót 2-5x108 sejt ml"1 denzitásig 
(lxlO8 sejt ml"1 A73O=0.25 értéknek felel meg) neveltük 30 °C-on, 30-40 pE m'2 s"1 fényen. 
Szobahőmérsékleten 5000xg-vel 5 percig történő centrifugálás után friss BG-11 tápoldatban 
vettük fel a sejteket lxlO9 sejt ml"1 denzitás mellett. A transzformáló elegy 0.3 ml 
sejtszuszpenziót és 10 pg ml'1 plazmid DNS-t tartalmazott, melyet a fenti körülmények között 
4-6 óráig inkubáltunk. Ezután az elegyeket BG-11 táptalajra szélesztettük, majd további 24 óra 
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múlva -az antibiotikum rezisztencia kialakulását elősegítve- a táptalaj alá a megfelelő 
szelekcióhoz szükséges antibiotikum oldatot rétegeztük. A feltételezett transzformáns 
telepeket friss táptalajra oltottuk át, a mutáció teljes szegregációjáról (a Synechocystis sejt 6-
12 kromoszómával rendelkezik) PCR- és Southern-blot analízissel bizonyosodtunk meg. 
Egyes esetekben a mutáns génkonstrukciókat konjugáció segítségével juttattuk a 
Synechocystis sejtekbe az alábbi módon. Friss cianobaktérium tenyészetet (A73o=0.25) 
neveltünk a fentiek szerint, amelyből 5ml-t használtunk fel a konjugációhoz. Emellett a 
biparentális folyamathoz 5 ml, a bejuttatni kívánt plazmidot hordozó E. coli (pRK2103 helper 
törzs) szuszpenziót (A73o=0.4-0.6) mértünk hozzá 50 ml BG-11 tápoldathoz, amely glükózt 
(50 pg ml"1), tiamint (10 pg ml"1) és L-prolint (50 pg ml"1) tartalmazott. Az így kapott vegyes 
kultúrát 48 órán keresztül rázógépen kevertettük normál nevelési körülmények között, majd 
0.1 ml-t szélesztettünk BG-11 lemezekre. A szelekciót antibiotikum alárétegzéssel 24 óra 
múlva indítottuk meg. 
A transzformáció ill. konjugáció általában 10-1000 transzformánst szolgáltatott DNS 
pg-onként. A szelekcióhoz a spektinomicint, a kanamicint és a kloramfenikolt egyaránt 20 pg 
ml"1 koncentrációban alkalmaztuk. 
4.9. DNS izolálás Synechocystis sejtekből 
A cianobaktérium sejteket centrifugálással összegyűjtöttük, 0.4 ml TES pufferben (5 
mM Tris, pH=8.5, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA) felszuszpendáltuk, majd a mintákat 37 °C-on 
15 percig inkubáltuk 0.1 ml lizozim (50 mg ml"1) hozzáadása után. A csövekbe 0.05 ml 10% 
N-szarkozilt mértünk és 0.6 ml fenollal 15 percig extraháltuk az elegyeket forgóhengeren. A 
fázisokat centrifugálással választottuk el, a felülúszót 0.005 ml ribonukleáz A-val (10 mg ml"1) 
kezeltük 37 °C-on 30 percig. A mintákhoz 0.1 ml 5M NaCl, 0.1 ml CTAB-NaCl (10% cetil-
trimetil-ammónium-bromid, 700 mM NaCl) oldatot adtunk, majd azokat 0.6 ml kloroformmal 
extraháltuk. A genomikus DNS-t 0.7 ml izopropanollal kicsaptuk, centrifugálással 
elkülönítettük, 70%-os etanollal mostuk, végül pedig 0.1 ml TE pufferben (10 mM Tris-Cl, 
pH=8.0,1 mM EDTA) oldottuk. 
Nagy mennyiségű (néhány mg) genomikus DNS-t Tomioka és mtsai (1981) 
útmutatásai alapján tisztítottunk. 
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4.10. DNS manipuláció 
A klónozási munka során a restrikciós emésztéseket, agaróz gélelektroforézist, ligálást, 
E. coli transzformációt, Southern analízist a Maniatis és mtsai (1989) által leírtak szerint 
végeztük. Az ehhez szükséges endonukleázok, modifikációs enzimek a Fermentas cég 
termékei voltak. 
A Synechocystis psbA génjeinek promóter szakaszait PCR reakcióval Sall-Ncol 
fragmentekként amplifikáltuk a gének 5' szakaszainak előző ismerete alapján (Cyanobase, 
Mohamed és mtsai, 1993). A desC gén 5' szekvenciáit hordozó DNS-t Dr. Kiss Mihály 
bocsátotta rendelkezésünkre. A polimeráz reakció termékeit pBluescript SK- vektorba 
építettük Luc (szentjánosbogár luciferáz, Dr. G. Neuhaus ajándéka) és LuxAB (Vibrio harveyi 
bakteriális luciferáz, Dr. Szalay Aladár ajándéka) riporter gének elé. A kísérletek egy részében 
a promóter-riporter gén kimérákat Sall-BamHI fragmentként a pSB2A plazmid (Dr. Franck 
Chauvat ajándéka, ld. Maraccini és mtsai, 1993) Sall-BglII helyére kiónoztuk, más esetekben 
erre a célra a megfelelő cianobaktérium határoló szekvenciákat tartalmazó pBluescript alapú 
vektorokat használtunk. Az autonóm lumineszkáló törzsekben a psbA2 promóter mögé a 
Xenorhabdus luminescens LuxCDE operonját (Dr. S. S. Golden ajándéka) kapcsoltuk, amely a 
fényreakcióhoz szükséges szubsztrátot biztosította. A génfuziók nukleotidsorrendjét minden 
esetben szekvenálással (Applied Biosytems 373 Automated DNA Sequencer) ellenőriztük. 
A szelekcióhoz szükséges antibiotikum rezisztenciát kódoló kazetták közül a 
kanamicin marker a pUC-4 KIXX plazmidról származott, a spektinomicin rezisztenciáért 
felelős kódoló régiót a pSB2A plazmid SphI-Spel fragmentje hordozta, a kloramfenikol-acetil-
transzferáz gént pedig egy pUC4 plazmid származékról (Dr. Kiss Mihály ajándéka) vágtuk ki. 
A határoló Synechocystis régiók amplifikálását PCR módszerrel végeztük. 
4.11. RNS izolálás Synechocystis sejtekből 
Cianobaktérium sejtszuszpenzióhoz (25 ml, 30 pg ml'1 chl a) ugyanannyi térfogatú 5% 
fenolt tartalmazó etanolt mértünk hozzá, majd szobahőmérsékleten centrifugáltuk 5 percig 
6500 rpm-mel, majd a csöveket folyékony nitrogénben lefagyasztottuk. Az ily módon 
összegyűjtött sejteket folyékony nitrogén alatt dörzsmozsárban porrá törtük, majd 5 ml 
38 
extrakciós pufferben (50 mM Tris-HCl, pH=8.0, 300 mM NaCl, 5 raM EDTA, 2% SDS, 10 
mM p-merkaptoetanol és 1 mM ATA) felszuszpendáltuk, s a mintákat 37 °C-ra helyeztük 30 
percig, ill. addig, amíg a folyadék fázis kitisztult. A csövekhez 1 ml 2 M KC1 oldatot adtunk, 
majd 20-30 perc jégen történő inkubálás után 8000 rpm mellett, SS-34 rotorral a mintákat 10 
percig 4 °C-on centrifugáltuk. A felülúszóhoz 2.5 ml 8 M LiCl-ot mértünk, az RNS-t éjszakán 
keresztül 4 °C-on kicsaptuk, majd másnap 15 perc 8000 rpm mellett összegyűjtöttük. A 
csapadékot 1 ml vízben felvettük, fenolos extrakció után a megtisztított RNS-t 0.1 ml 5 M 
NaCl jelenlétében 2.5 ml etanollal kicsaptuk, mostuk, végül 0.15 ml vízben felszuszpendáltuk. 
A koncentrációkat spektrofotométerrel (UV-160A, Shimadzu) mért OD260 értékek alapján 
számoltuk. 
4.12. Génexpresszió vizsgálata 
Kísérleteinkben az alábbi Synechocystis törzseket használtuk: 
- vad típus (WT, Dr. P. Nixon ajándéka, ld. Williams, 1987) 
- az A2 jelű törzsben (Dr. C. Jansson ajándéka) apsbAl gént kanamicin rezisztencia marker, 
a psbA3 gént kloramfenikol rezisztenciát okozó kazetta beillesztésével inaktiválták (ld. 
Jansson és mtsai, 1987). 
- a TC31 mutánsban (Dr. P. Nixon ajándéka) a psbAl és psbA2 gének teljes kódoló régióját 
kloramfenikol ill. kanamicin rezisztencia markerekre cserélték (Metz és mtsai, 1989). A 
psbA3 géntől 3' irányban tetraciklin rezisztenciáért felelős gént ültettek be (Nixon és mtsai, 
1992). 
- a Aslrl042, Aslr0474, Aslll292 és Aslrl213 törzsekben a feltételezett regulátor gének 
szekvenciáit kanamicin markerekre, a phyS-1 jelű törzsben a fitokróm gén (phy) kódoló 
régióját kloramfenikol-acetiltranszferáz kazettára cserélték (Dr. Annegret Wilde ajándékai) 
- az általunk előállított, különböző hosszúságú psbA promótereket és luciferáz géneket 
tartalmazó törzseket a 2. táblázat tüneti fel. 
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2. táblázat. Az általunk előállított transzgénikus Synechocystis vonalak 
Mutáns törzs 5' DNS 5'DNS riporter inzerció helye antibiotikum 
neve szakasz## szakasz 
hossza 
(bázispár)## 
gén rezisztencia 
PSBY101 psbA3 590 
PSBY102 psbA3 245 
PSBY103 psbA3 160 
PSBY104 psbA2 520 Luc+ 
PSBY105 
PSBY106 
psbA3/psbA2 
psbA2/psbA3 
80/50 
470/85 
PSBY107 psbA3 590 pSB2A SpR, KmR 
PSBY108 psbA3 245 
PSBY109 psbA2 520 LucO 
PSBY110 
PSBY111 
psbA3/psbA2 
psbA2/psbA3 
80/50 
470/85 
PSBY112 psbA3 590 
PSBY113 psbA3 245 LuxAB 
PSBY114 psbA2 520 
PSTV1 psbA3 590 
PSTV2 psbA3 245 Luc+ 
PSTV3 psbA2 520 sPR 
PSTV4 psbA3 590 
PSTV5 psbA2 520 LucO 
PSTV6 psbA3 590 Luc+ psbAl 
PSTV7 psbA3 590 LucO 
PSTV8 psbA3 590 KmR 
PSTV9 psbA2 520 LuxAB 
PSTVIO psbA2 520 LuxCDE ChlR 
PSTV11 psbA3 580 Luc+ 
PSTV12 psbA3 580 LucO psbA3 Km" 
PSTV13 psbA3 580 LuxAB 
PA3XTV* psbA3, psbA2 #, 520 
PA2XTV* psbA2, psbA2 520, 520 LuxAB, psbA3, psbAl Km", ChlR 
PDCXTV* desC, psbA2 860, 520 LuxCDE 
* autonóm lumineszkáló törzsek 
# 
a Lux AB riporter gén a genomiális psbA3 promóter mögött helyezkedik el 
## / i 
a / jel előtt a promóter, mögötte az 5' nem transzlálódó régió van feltüntetve, ha ezek különböző 
génektől származnak; a vesszővel elválasztott szekvenciák két különböző operont képviselnek 
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4.12.1 Northern blot analízis 
A vizsgálatokhoz 10 pg RNS-t formaldehidet (~6%) tartalmazó 1%-os agaróz gélen 
futtattunk zsebenként, amelyet azután nejlon filterre (Hybond™-N, Amersham) kötöttünk a 
gyártó útmutatása szerint. A megfelelő DNS próbát [a-32P] dCTP-vel radioaktívan jelöltük a 
Megaprime™ (Amersham) rendszer segítségével. A hibridizációt Church pufferben (0.5 M 
dinátrium-hidrogén-foszfát, pH=7.2, 7% SDS, 1 mM EDTA, 1% BSA), éjszakán át 68 °C-on 
végeztük. A filtereket a gyártó javaslatai szerint mostuk, majd autoradiogramot készítettünk. A 
sávok intenzitását Phosphorimager 445 SI segítségével mértük. 
4.12.2 SÍ nukleáz védelem 
Az analízishez a következő oligonukleotid próbákat készíttettük: 
(i) luc 5'-
ATAGAATGGCGCCGGGCCTTTCTTTATGTTTTTGGCGTCTTCCATTACAG 
CTTTAC ATAT-31 
(ii)psbA2 5'-
CGCTGTTGGAGAGTCGTTGTCATTTGGTTATAATTCCTTATGTATTTGTC 
G ATGTTC AGATTGG AACTGACTAAACTTAGTC-3' 
(iii) psbA3 5'-
CGCTGTTGGAGAGTCGTTGTCATTTGGTTATAATTCCTTATGTATTTGTC 
AATGTTCAAAGGATTTGGCCTC AAGCTC-3' 
Az oligonukleotidokat (10 pmol mintánként) [y-32P]dATP-vel radioaktívan jelöltük az 
5' végükön 30 percig 37 °C-on 67 mM Tris-HCl, pH=8.0, 10 mM magnézium-klorid, 10 mM 
DTT jelenlétében T4 polinukleotid kináz enzimmel. A jelölt próbát 8%-os akrilamid gélen 
történő elektroforézis után gélből izoláltuk, majd aktivitását folyadék szcintillációs számlálóval 
(Delta 300, Searle Analytic Inc.) határoztuk meg. 
Az RNS-DNS hibrid molekulák létrehozására 2.5-10 pg liofilizált Synechocystis RNS 
izolátumot 10 pl hibridizáló oldatban (50% formamid, 0.4 M NaCl, 2 mM EDTA, pH=8.0, 20 
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mM Pipes, pH=6.8) vettünk fel, amely 20000 cpm jelölt próbát tartalmazott, majd 3 perc 
forralás után a reakciót 51 °C-on inkubáltuk éjszakán át. A mintákat 0.15 ml SÍ emésztési 
eleggyel (0.3 M NaCl, 30 mM Na-acetát, pH=4.6, 1 mM cink-szulfát, 20 pg ml"1 denaturált 
csirkevér DNS) hígítottuk, az egy szálú nukleinsavakat 1000 U ml"1 SÍ nukleázzal (Gibco 
BRL) emésztettük. A csöveket 90 percig szobahőmérsékleten tartottuk, majd 0.025 ml leállító 
puffer (4.0 M ammónium-acetát, 0.1 M EDTA, pH=8.0, 200 pg ml"1 tRNS) hozzámérése után 
a nukleinsavakat 0.4 ml alkohollal kicsaptuk, centrifugáltuk, 70%-os etanollal kétszer mostuk. 
Végül a csövek tartalmát szárítás után 0.004 ml futtató festékben szuszpendáltuk fel, a 
mintákat 8% akrilamid gélen futtattuk. Az elektroforézis befejeztével a gélt vákuum alatt 80 
°C-on szárítottuk, majd autoradiogramot készítettünk. A sávok intenzitását Phosphorlmager 
445 SI segítségével határoztuk meg. 
4.12.3 Luciferáz aktivitás mérése 
A kísérletek egy részében a luciferáz gént hordozó 50 pl, klorofillra nézve 30 pg ml"1 
koncentrációjú cianobaktérium szuszpenzió fénykibocsátását házi készítésű termo-
lumineszcencia mérő készülékkel detektáltuk. Máskor a mutáns cianobaktérium sejteket 96 
zsebes mikrotiter lemezekbe (Packard) oltottunk, amelyek zsebenként 200 pl megfelelő 
antibiotikumot tartalmazó BG-11 táptalajt tartalmazott. A kolóniákat a szokásos nevelési 
körülmények között tartottuk, majd 4-7 nap után használtuk fel a mérésekhez. A Luc gént 
hordozó törzsek esetén a mérés előtti napon 10 pl 1 mM luciferin (Biosynth) oldatot 
csepegtettünk a zsebekbe, az endogén szubsztrát nélküli Lux mutánsoknál a táptalajban 
kialakított zsebbe 5 pl paraffinolajban felvett 2%-os dekánál (Sigma) oldatot töltöttünk. A 
fénykezelések során a sejtek lumineszcencia változását TopCount™ (Packard) automata 
számláló berendezésen mérve követtük. 
4.13. Herbicid rezisztencia mérések 
Egyes herbicidek a PSII-ben a QA és QB akceptorok közötti elektron transzportot 
gátolni tudják oly módon, hogy irreverzibilisen kötődnek a Dl fehérje Qb kötésért felelős 
régiójához. A folyamat jól követhető a klorofill fluoreszcencia mérésével, amit elsősorban a 
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QA redox állapota határoz meg. A herbicid koncentrációjának növelésével -ill. a klorofill 
flureszcencia növekedésével- arányosan nő azoknak a PSII centrumoknak a száma, melyben a 
QA redukált állapotban marad. A teljes gátlás beálltával a fluoreszcencia maximális (Fmax). A 
mérések házi készítésű fluoriméteren (CNRS, Cedex, Párizs) történtek, a gerjesztő fény 
szűrése 5-59 és 4-96 Corning filterrel, a fluoreszcencia fény detektálása pedig 2-64 Corning 
ill. Wratten 90 filterrel történt. Az eredmények egy többcsatornás analizátoron keresztül 
számítógépen kerültek feldolgozásra. 
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5. E R E D M É N Y E K É S M E G V I T A T Á S U K 
5.1. A PSIIUV-B indukált károsodása és helyreállása Synechocystis sp. PCC 6803 
sejtekben 
A fotoszintetikus szervezetek azon képessége, hogy megfelelően kivédjék ill. 
helyreállítsák az UV-B által okozott károsodást, meghatározza ezen élőlények UV-B-vel 
szembeni érzékenységét. Az UV-B sejten belüli célpontjai között sokféle folyamat szerepel 
(ld. 3.6. alpont). Míg a DNS-en bekövetkezett léziók javítása jól dokumentált (Sancar és 
Sancar, 1988; Britt, 1996), addig ismereteink a PSII fehérje szintű helyreállításáról 
meglehetősen hiányosak. Alacsony intenzitású UV-B besugárzás a Dl és D2 reakciócentrum 
fehérjék lebontását és újraszintézisét serkenti, ami protein szintű helyreállítás lehetőségét 
mutatja. Az ún. PSII (Dl) „repair ciklus" a látható fény által elsősorban a Dl proteinben 
okozott károsodás következményeit próbálja enyhíteni a károsodott fehérje eltávolításával, 
majd pótlásával (ld. 3.5. alpont). Mindezek alapján feltételezhető, hogy a mindkét heterodimer 
proteint érintő UV-B hatás kiküszöbölésére hasonló helyreállító mechanizmus működik. 
Célunk megvalósítására, miszerint az élő sejtek UV-B károsodást helyreállító 
képességét vizsgáljuk, a Synechocystis cianobaktérium PSII aktivitását és fehérjeösszetételét 
követtük az UV-B besugárzás alatt és azt követően. UV-B hatására a sejtek oxigénfejlesztő 
képessége fokozatosan, az általunk alkalmazott kísérleti elrendezésben 1 óra alatt a 
kiindulásinak mintegy 40%-ára csökken (10. ábra). 
A cianobaktérium szuszpenziót az UV-B kezelés után látható fényre helyezve azt 
tapasztaltuk, hogy a sejtek képesek a PSII aktivitás teljes visszaállítására. Azonban a 
helyreállás mértéke és kinetikája nagymértékben függ a besugárzás által okozott károsodás 
mértékétől: nagyobb fokú gátlás esetén az oxigénfejlesztő képesség lassabban ill. a 
kiindulásinál jelentősen alacsonyabb szintre állt vissza (bemutatásra nem kerülő adat). A 10. 
ábrán az is megfigyelhető, hogy a PSII aktivitás csökkenéséhez szorosan csatolódik mind a 
Dl, mind pedig a D2 fehérje mennyiségének változása. Látható fény alatt történő két óra 
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inkubálás hatására a heterodimer fehérjék mennyisége az erősen lecsökkent értékről 
gyakorlatilag az eredeti szintre állt vissza a reakciócentrumokban (10. ábra). 
10. ábra. Az oxigénfejlesztö képesség, a Dl és D2 fehérjék mennyiségének változása Synechocystis 
sejtekben UV-B besugárzás hatására. A sejteket 70 percig UV-B fénnyel kezeltük, majd normál 
nevelési körülmények közé helyeztük látható fényre (nyíllal jelölve). Az intakt sejteken mért 
oxigénfejlesztö képesség (*) és a kezelés közben izolált tilakoidokban detektált Dl (m) ill. D2 (y) 
fehérjék mennyisége az idő függvényében van feltüntetve. A függőleges jel az átlagos kísérleti hibát 
jelöli. 
Annak tisztázására, hogy a funkcióképes Dl és D2 fehérjék pótlása de novo 
proteinszintézis útján valósul-e meg, a sejtszuszpenzióhoz a látható fényre helyezés 
pillanatában prokarióta fehérje szintézist gátló linkomicint adtunk. Az első ábrán látható 
kontroll sejtekhez képest a linkomicin hozzáadása mind az oxigénfejlesztő képesség, mind 
pedig a reakciócentrumok fehérje öszetételének helyreállását megakadályozta (11. ábra). 
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11. ábra. Linkomicin hatása UV-B kezelt Synechocystis sejtek helyreállító képességére. A linkomicin 
hozzáadása az 50 perces UV-B besugárzás után. a normál fényre helyezés kezdetén történt (nyíllal 
jelölve). A PSII aktivitás (•), Dl (*) és D2 (v) fehérje adatok mérése és ábrázolása az előző ábrával 
megegyező módon történt. A függőleges jel az átlagos kísérleti hibát jelöli. 
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a PSII aktivitás helyreállásához működő 
fehérje szintézisre van szükség, ami egyúttal felveti azt a lehetőséget, hogy az UV-B 
besugárzás szakaszában már elkezdődik a károsítás ezúton történő enyhítése. Ennek 
eldöntésére az oxigénfejlesztő képesség gátlásának kinetikáját határoztuk meg kétféle UV-B 
intenzitást alkalmazva linkomicin jelenlétében és hiányában (12. ábra). Abban az esetben, 
amikor 40 pE m"2 s"1 UV-B sugárzás érte a sejtszuszpenzió felszínét, a mért oxigénfejlődés 
alig változott, a kezelés végére a kiindulási érték mintegy 90%-án maradt. Linkomicin 
hozzáadása az első 30 percben nem befolyásolta a károsodás mértékét, azonban további UV-B 
besugárzás az oxigénfejlesztő képesség drámai csökkenését okozta a gátolt sejtekben (12/A 
ábra). Ha az UV-B intenzitást kb. duplájára emeltük -a szuszpenzió felületére 75 pE m"2 s"1 
jutott-, a PSII aktivitás linkomicin hiányában is gyors csökkenést mutatott, azonban a gátlószer 
jelenléte ebben az esetben is fokozott gátlást eredményezett (12/B ábra). A linkomicin kezelés 
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UV-B-vel nem kezelt sejtek oxigénfejlesztését nem befolyásolta (bemutatásra nem kerülő 
adat). 
Idő (perc) 
12. ábra. Az UV-B besugárzás intenzitásának hatása az Synechocystis sejtek oxigénfejlesztő 
képességére. A sejtek besugárzása kétféle, 40 pE ni2 s'1 (*,o) és 75 pE m2 s'1 (•,•) intenzitású UV-B 
fénnyel történt, amely 2.6 ill. 5 pE m2 s~l átlagos intenzitásnak felelt meg a szuszpenzió belsejében (Id. 
Anyagok és módszerek). A kezelések 1 mMlinkomicin hiányában (*,*) és jelenlétében (o,q) történtek. 
Az intakt sejteken mért oxigénfejlődést az idő függvényében ábrázoltuk. 
A PSII aktivitás csökkenését, ill. az ezzel párhuzamosan végbemenő Dl degradációt 
kísérő protein újraszintézis tanulmányozására a Synechocystis sejtekbe radioaktívan jelölt 
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metionint juttattunk, majd a fehérjékbe való beépülés után ezeket a médiumból való kimosás 
után jelöletlen -"hideg"- aminosavakkal pótoltuk. Normál nevelési körülmények között a Dl 
proteinek felezési ideje 6-12 óra (Mattoo és Edelman, 1987). Az UV-B besugárzás 
önmagában, ill. gyenge látható fény jelenlétében a PSII aktivitás csökkentésével 
párhuzamosan felgyorsította az izotóppal jelölt Dl proteinek eltűnését és az újonnan 
szintetizált, jelöletlen fehérjék PSII-be történő beépülését (13. ábra). A kezelések a teljes Dl 
mennyiségét nem befolyásolták (bemutatásra nem kerülő adat). 
13. ábra. UV-B sugárzás hatása a Dl fehérjék degradációjára alacsony intenzitású (30 pE m2 s') 
látható fény hiányában (A panel) és jelenlétében (B panel). Az UV-B besugárzás mindkét esetben 16 
pE m" s~' intenzitáson történt. A Dl fehérjék lebomlását f'Sj-metioninnal történő pulzusjelölési 
módszerrel követtük. A bemutatott autoradiogramok radioaktívon jelölt sejtekből származó tillakoid 
membrán fehérjéket mutatnak, melyeket 0 (1. sáv), 15 (2. sáv), 45 (3. sáv) és 90 perc (4. sáv) UV-
kezelés után izoláltunk. A mintákat SDS-PAGE analízisnek vetettük alá, majd a fehérjéket 
autoradiográfia céljára nitrocellulóz membránokra blottoltuk. 
Eredményeink alapján tehát azt mondhatjuk, hogy az intakt fotoszintetikus sejtek 
képesek az UV-B indukált Dl és D2 protein károsodás, ill. a PSII általi oxigénfejlődés 
helyreállítására. Ez a megfigyelés látszólag ellentmond azoknak a kísérleti adatoknak, 
miszerint cianobaktérium sejtekben az UV-B sugárzás a reakciócentrumok irreverzibilis 
szétesését okozza (Giacometti és mtsai, 1996). A kapott eredmények eltérését az okozza, hogy 
az általunk használt kísérleti elrendezésben az UV fényforrásból a rövidebb hullámhosszú 
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(X<290 nm) komponenseket megfelelő szűrő használatával (ld. Anyagok és módszerek) 
eltávolítottuk. Abban az esetben, ha szűrőt nem alkalmazunk, az aktivitás csökkenés 
jelentősen felgyorsul a helyreállási képesség elvesztése mellett (bemutatásra nem kerülő adat, 
Sass és mtsai, 1997). 
Mivel a Dl és D2 ill. az oxigénfejlesztő képesség egymással párhuzamosan változott a 
kezelések alatt, valószínű, hogy a PSII aktivitás helyreállítása a két fehérje újratermelődésén 
keresztül történik. Ez a feltevés összhangban van azzal a megfigyeléssel, hogy a fehérje 
transzlációt gátló linkomicin a látható fényen történő helyreállást teljes mértékben 
megakadályozza. A gátlószer jelenlétében történő UV-B megvilágítás károsodást megyorsító 
hatása arra mutat, hogy a reakciócentrum fehérjék de novo szintézise nemcsak a helyreállítási 
szakaszban, hanem a besugárzás alatt is fontos szerepet játszik a károsodás csökkentésében. A 
gátlás felgyorsulása ebben az esetben az UV-B okozta inaktiváció „valódi" mértékét mutatja. 
A linkomicin hiányában megfigyelt kisebb mértékű gátlás a károsodás és a folyamatos 
helyreállás egyensúlyát érzékelteti. 40 pE m'2 s"1 UV-B intenzitás mellett a sejtek javító 
kapacitása lépést tud tartani az inaktiválással a PSII aktivitás csökkenését minimális szinten 
tartva. Ezzel szemben 75 pE m"2 s"1 intenzitású besugárzásnál a hatáskeresztmetszet oly 
mértékben megnövekszik, hogy a károsodás mértéke a helyreállító képességet meghaladja. Ezt 
a potenciált hosszabb időtartamú kezelés ill. rövidebb hullámhosszú UV komponens jelenléte 
megszünteti, ami már magában a fehérje újraszintézisben bekövetkező gátlásnak a 
következménye. 
Az eredményeink tükrében kirajzolódó mechanizmus és a PSII látható fény által 
beindított gátlási és helyreállítási ciklusa (ld. 3.5. alpont) több közös vonást mutat. Jelentős 
különbség azonban, hogy míg a látható fény elsősorban a Dl protein degradációját serkenti, 
addig az UV-B sugárzás hatása a Dl és D2 fehérjéket hasonló mértékben károsítja. Ezzel 
összhangban a fénygátlás során a sérült Dl protein eltávolítása után az új kópia beillesztése 
egy a D2 és a PSII többi alegységét tartalmazó komplexbe történhet, amíg az UV-B általi 
károsodás a PSII nagyobb mértékű szétesését valószínűsíti. 
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5.2. Az UV-B hatása a Rhodobacter sphaeroides reakciócentrum protein szerkezetére- a 
kinonok szerepe 
A bíborbakteriális reakciócentrum az evolúció korai szakaszában alakult ki, amikor a 
magaslégköri ózon mennyisége még töredéke volt a mai értéknek (Kasting, 1993). A komplex 
vázát az L és M fehérjék képezik, melyek aminosav sorrendje jelentős homológiát mutat a Dl 
és D2 proteinekkel, továbbá az elsődleges donortól hasonló redox elemek közvetítik az 
elektronokat akceptor oldal felé, mint a PSII-ben (ld. Michel és Deisenhofer, 1988). További 
alkotó még a H alegység, amely egyetlen tramszmembrán hélixszel rendelkezik. A bakteriális 
reakciócentrum nem képes vízbontásra: a katalitikus mangán komplex hiányában az elektron 
donor szerepét közvetlenül a vízoldékony citb2 alegység tölti be, redox-aktív aminosavak 
közreműködése nélkül. 
A PSII-ben az UV-B elsődleges célpontjaiként a vízbontó apparátus, a Tyr-D és Tyr-Z 
aminosavak és a QA és QB elektron akceptorok jöhetnek szóba, melyek károsodása a Dl és D2 
fehérjék degradációját idézi elő (ld. Vass, 1996). Ez utóbbiak szerepe és fontossága ebben a 
folyamatban még nem tisztázott. Feltételezések szerint a reakciócentrum fehérjék inaktivációja 
a kinonok UV-B által létrehozott gyökös alakjainak részvételével történik. A PSII-vel való 
akceptor oldali hasonlóság ill. a donor oldali jelentős különbségek miatt a bíborbaktériumok 
ideális kísérleti rendszert biztosítanak a fotoszintézis és az UV-B sugárzás QA és QB kinon 
akceptorokat érintő kölcsönhatásának vizsgálatára. 
Annak eldöntésére, hogy az UV-B a Rhodobacter sphaeroides R-26 reakciócentrumát 
milyen mértékben károsítja, az izolált komplexeket olyan intenzitású UV-B-fénnyel kezeltük, 
amely a PSII-ben a Dl és D2 fehérjék jelentős degradációját okozza. Az elektroforézis után 
Coomassie festett akrilamid gél az L, M és H alegységek jó hatékonyságú elkülönítését 
mutatja (14/A ábra). 
A fehérje sávok denzitometriás analízise azt mutatta, hogy 210 perces UV-B kezelés a 
H alegység mennyiségét mintegy 5%-kal, míg az L és M fehérjékét pedig 10%-kal 
csökkentette mind a Qb jelenlétében, mind hiányában (14/B ábra). Az UV-B fénnyel 
párhuzamosan alkalmazott vörös megvilágítás a 15-20%-os proteinvesztést okozott az L és M 
alegységek esetén, azonban a H alegység fogyását nem befolyásolta (bemutatásra nem kerülő 
adat). 
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14. ábra. (A) Az UV-B sugárzás hatása az izolált Rb. sphaeroides reakciócentrum alegységeire. 20 pM 
Qa-helyreállított reakciócentrum izolátum UV besugárzása az "Anyagok és módszerek"-ben leírtak 
szerint történt 0 (2. sáv), 70 (3. sáv), 140 (4. sáv) és 210 (5. sáv) percig. A fehérjéket SDS-PAGE 
analízis után Coomassie festéssel tettük láthatóvá. Az 1. sávban a molekulasúly marker van feltüntetve. 
(B) A Qs-t tartalmazó (•) és nem tartalmazó (o) reakciócentrumok egyes alegységeinek denzitometriás 
adatokból számolt relatív mennyisége a kiindulási értékhez viszonyítva. 
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Kísérleteinkben sem specifikus protein fragmentek, sem pedig nagy molekulasúlyú 
aggregátumok megjelenését nem tapasztaltuk. Ezzel szemben a PSII UV-B károsodása a Dl 
fehérje második transzmembrán helixen történő hasításával jár (Friso és mtsai, 1993). 
Valószínű tehát, hogy az UV-B kezelés olyan kis molekusúlyú degradációs termékek 
keletkezéséhez vezet, amelyek kimutatása túlmutat az általunk használt kísérleti rendszer 
nyújtotta lehetőségeken. 
Az a megfigyelés, hogy a vörös fénnyel történő megvilágítás -ami a Qb akceptorokat 
70-80%-ban egyszeresen redukált állapotban tartja- fokozza az UV-B károsító hatását, arra 
utal, hogy a kinonok szerepet vállalnak a hatás közvetítésében. A szemikinon állapot fő 
abszorpciós csúcsa az UV-B tartományra esik, tehát az UV-B fotonok valószínűbb célpontjai 
lehetnek, mint az oxidált vagy a kétszeresen redukált formák. Eredményeink így alátámasztják 
azt a feltételezést, miszerint a szemikinon gyökök részt vehetnek az UV-B okozott protein 
károsodás kiváltásában. Az izolált reakciócentrumok funkciójában hasonlóan kismértékű 
változások mutathatók ki: a P+(QAQB) rekombináció valószínűsége megnövekszik a 
töltésszétválás gátlása miatt, ami a herbicidkötő képesség csökkenésével párosul. Ezek a 
változások a QB-kötő zseb fehérje szerkezetének UV-B hatására bekövetkezett módosulására 
utalnak (ld. Tandori és mtsai, 1996). 
Ha a fotokémiai hatékonyság és a fehérje mennyiség csökkenését logaritmikus skálán 
az UV-B dózis függvényében ábrázoljuk, akkor a bakteriális reakciócentrumok esetén közel 
vízszintes egyeneseket kapunk, mialatt a PSII inaktiváció és a Dl vesztés jóval nagyobb 
meredekségű linearitást mutat (Tandori és mtsai, 1996). Ez azt jelenti, hogy a PSII fehérje 
szerkezet szintjén kb. tízszer, aktivitás szintjén közel negyvenszer érzékenyebb az UV-B 
besugárzásra, mint bakteriális megfelelője. Mivel a kinon elektron akceptorok abszorpciós 
sajátságai nagyon hasonlóak a spektrum UV-B tartományában (Amesz, 1977; Morrison, 
1982), a kétféle fotorendszer érzékenységében tapasztalt különbséget nem célszerű a kinonok 
direkt fényelnyelésének tulajdonítani. Igaz ugyan, hogy a bakteriális ubikinon és a 
plasztokinon molekulák szerkezete némileg eltérő, továbbá, hogy nem teljesen azonos protein 
környezetben kötődnek, ezért különbség lehet az UV-B érzékenységükben, de ezt a 
feltételezést a Dl fehérje QB-kötő zsebtől távol eső vágási pontja cáfolni látszik. Ennél 
valószínűbb, hogy az UV-B sugárzás mindkét esetben a kinonok hasonló mértékű 
degradációját okozza, tehát a két komplex eltérő viselkedése a donor oldali komponensekkel 
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kapcsolatos. Ezt támasztják alá azok az eredmények, melyek szerint a PSII-n belül az UV-B 
sugárzás elsődleges célpontja a vízbontó apparátus (Renger és mtsai, 1989; Hideg és mtsai, 
1993; Vass és mtsai, 1996). 
5.3. A psbA gének UV-B indukált differenciális expressziója Synechocystis sp. PCC 6803-
ban 
A PSII UV-B indukált károsodásának helyreállítása a Dl fehérje de novo szintézisén 
keresztül többlépcsős folyamatként valósul meg (ld. 5.1. alpont). A kezdeti lépések 
tanulmányozására a Synechocystis psbA génjeinek expresszióját követtük UV-B besugárzás 
alatt illetve az ezt követő, látható fényen történő helyreállási periódusban. 
Először a psbA mRNS teljes mennyiségét vizsgáltuk Northern analízissel, a gének 
teljesen homológ kódoló régióját használva próbaként (15/A ábra). Látható, hogy az UV-B 
besugárzás a psbA transzkriptumok felhalmozódását nagymértékben, kb. 5-7-szeresére 
növelte. Annak megállapítására, hogy a megfigyelt mRNS szint növekedés milyen arányban 
érinti a két kifejeződő kópia, a psbA2 és psbA3 gén működését, génspecifikus szintetikus 
oligonukleotidok felhasználásával SÍ nukleáz védelmi analízist végeztünk. ApsbA3 specifikus 
próbával végzett reakció azt mutatta, hogy apsbA3 mRNS szint drámai mértékben növekedett 
az UV-B kezelés hatására, míg a psbA2 génterméket képviselő degradációs fragmentum 
felhalmozódása jóval kisebb léptékű (15/B ábra, 1.-3. sávok). 
Ugyanezt tapasztaltuk abban az esetben, ha rendszerünket a psbA2 mRNS kimutatására 
érzékenyítettük a gén 5' végére illeszkedő próba használatával: az intakt fragment mennyisége 
viszonylagosan kisebb változást mutatott a psbA3 specifikus termék megjelenéséhez képest 
(15/C ábra, 1.-3. sávok). 
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Amikor az UV-B kezelés után a cianobaktérium sejteket 40 pE m' s" intenzitású 
látható fényre helyeztük, mindkét RNS populáció szintje a kiindulási értékhez közelített, ami a 
psbA3 esetén itt is jóval gyorsabb és nagyobb mértékű volt, mint a psbA2 transzkriptum 
mennyiségének változása (15/B és C ábrák, 4.-6. sávok). A kétféle géntermék relatív 
felhalmozódásának becslésére az autoradiogramokat denzitometriás analízisnek vetettük alá, s 
a kapott integrált értékeket a Dl fogyással, ill. a PSII aktivitással együtt ábrázoltuk. A 15/D 
ábrán látható, hogy a besugárzás során a Dl fehérje mennyisége és az oxigénfejlesztés 
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hatékonysága párhuzamosan csökkent, mialatt a psbA3 mRNS mennyisége kb. 20-szorosára 
növekedett a kezeletlen sejtekhez viszonyítva. Látható fényen a PSII aktivitás és a Dl 
károsodás gyorsan helyreállt, melyet a psbA3 expresszió csökkenése kísért. Ezzel szemben 
psbA2 transzkriptumok szintje a helyreállási periódusban enyhén megemelt szinten maradt. 
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15. ábra. A psbA2 és psbA3 gének differenciális kifejeződése UV-B besugárzás hatására Synechocystis 
sp. PCC 6803 sejtekben. A besugárzás 60 pE m s~ intenzitású UV-B fénnyel történt, amely a 
szuszpenzió belsejében 2 pE m2 s~' értéknek felel meg, majd a sejteket látható fényre helyeztük. A teljes 
psbA mRNS szintet Northern hibridizációval mértük (A panel), a génspecifikus detektálást SÍ nukleáz 
védelmi esszével végeztük (B, C panel) 0(1. sáv), 90 (2. sáv) 180perces (3. sáv) UV-B besugárzást 
követően, itt. 30 (4. sáv), 60 (5. sáv) és 270 perc után (6. sáv) látható fényen. A génspecifikus 
fragmentek hosszát (a 78 nt psbA3 és 5Ont psbA2 a psbA3 homológ próba esetén itt. 72 nt psbA2 és 58 
nt psbA3 a psbA2 homológ próba esetén) is feltüntettük. A D panel a denzitometrálás alapján számított 
relatív psbA2 (i) itt. psbA3 (*•) mRNS szinteket mutatja az idő függvényében a kiindulási értékhez 
viszonyítva. Az oxigénfejlődés mértékét (m) és a Dl fehérje mennyiségét (•) hasonló módon ábrázoltuk. 
A helyreállási periódus kezdetét függőleges szaggatott vonal jelzi. 
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A psbA3 gén kifejeződésének növekedését az irodalmi adatok szerint korábban olyan 
mutáns cianobaktérium törzsben figyelték meg magas látható fényintenzitás mellett, ahol 
előzőleg a psbA2 gént inaktiválták. Ezért a továbbiakban megvizsgáltuk, hogy az egyik vagy 
másik génkópia jelenléte ill. hiánya hogyan befolyásolja az UV-B indukált psbA expressziót. 
Az általunk használt A2 jelű törzsben a psbA3 gén kódoló régióját antibiotikum rezisztenciát 
hordozó kazetta inzerciójával szakították meg, míg a TC31 jelű mutánsban a psbA2 kódoló és 
5' nem transzlálódó szakaszait teljes mértékben marker szekvenciákra cserélték (ld. Anyagok 
és módszerek). A 16. ábrán látható, hogy a genotípusnak megfelelően a jelölt próba az A2 
törzsben minkét gén homológ szakaszait "felismerte", ezzel szemben a TC31 mutáns esetén az 
/zsM2-specifikus fragment nem volt kimutatható. A psbA3 UV-B indukcióját sem a kódoló 
régió inaktiválása, sem pedig a psbA2 gén hiánya nem befolyásolta. 
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16. ábra. A psbA gének UV-B indukált expressziója Synechocystis mutáns törzsekben. Az A2 
(ApsbA3) sejtszuszpenzió besugárzását 0(1. sáv), 120percig (2. sáv) végeztük, majd a sejteket látható 
fényen inkubáltuk 30(3. sáv), 60(4. sáv), 120(5. sáv) és 240percig (6. sáv). A TC31 (ApsbA2) mutáns 
UV-B kezelése 0 (7. sáv) ill. 60 percig (8. sáv) történt. A génspecifikus fragmenteket nyilak jelölik. 
Az UV-B hatására bekövetkező génexpressziós változásokat közvetítő jelátviteli lánc 
elemeit még nem vizsgálták cianobaktériumokban. A spektrum kék komponenséről viszont 
kimutatták, hogy Synecchococcus sejtekben kiváltja a psbA gének differenciális expresszióját 
(Tsironemas és mtsai, 1994). Annak a lehetőségnek a kizárására, hogy a kísérleteinkben 
használt UV fényforrás által kibocsátott kék komponens felelős a megfigyelt expresszié 
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változásokért, továbbá, hogy a spektrum más tartományainak hozzájárulását vizsgáljuk, 
többféle besugárzási protokollt alkalmaztunk. Az előzőleg 30 pE m"2 s"1 látható fényen tartott 
sejtszuszpenzió megvilágítását 100 pE m"2 s"'-re növelve a psbA3 transzkriptumok szintje 
kismértékben növekedett (17/A ábra, 1-2.sávok). 
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17. ábra. A besugárzás különböző spektrális komponenseinek hatása a psbA gének expressziójára. (A 
panel) Az előzőleg 30 pE m'2 s~' látható fényen inkubált sejteket (1. sáv) a következő 30 perces 
fénykezeléseknek vetettük alá: 100 pEm2 s~' látható fény (2. sáv), UV-B+100 pE m2 s~' látható fény 
(3. sáv), UV-B (4. sáv), kék (5. sáv), kék komponens nélküli UV-B (6. sáv), UV-A (7. sáv). A transzkript 
szinteket SÍ nukleáz védelem módszerével határoztuk meg a psbA3 homológ próbát használva. (B 
panel) A besugárzások spektrális sajátságai. Az UV-B kezeléseknél használt cellulóz acetát filter 
kiszűri a 290 nm alatti UV-C (a), ill. UG-11 típusú szűrővel alkalmazva a 390-690 nm közötti 
tartományt (b). Ezenkívül a 330nm-nél levágó műanyag filter (c) és a kék komponenst átengedő szűrőn 
átjutó sugárzás (d) profilja van feltüntetve. (C panel) 60perc időtartamú 1500 pE m2 s'1 látható fény 
hatása a psbA gének expressziójára (2. sáv) a kontroll sejtekhez képest (1. sáv). 
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Ugyanezt a hatást tapasztaltuk, ha a megnövelt intenzitású látható fényben jelenlevő 
kék komponens arányát egy 450 nm-nél emissziós maximumot mutató (17/B ábra, d pontozott 
vonal) kék szűrővel megnöveltük (17/A ábra, 5. sáv). Ezzel ellentétben a 17/B ábrán 
feltüntetett profilú (a vonal) UV-B sugárzás önmagában (17/A ábra, 4. sáv) vagy látható 
fénnyel együtt alkalmazva (17/A ábra, 3. sáv) a psbA3 mRNS felhalmozódását nagymértékben 
serkentette. Egy UG-11 típusú szűrő beiktatása -amely az UV-B fényből teljes mértékben 
eliminálja a 390-690 nm-es komponeneseket (17/B ábra, b vonal alatti sötétített terület)- a 
psbA3 indukcióját nem mérsékelte (17/A ábra, 6. sáv), ami kizárja a lámpából származó kék 
fény jelentékeny hozzájárulását. 
Az UV lámpa által kibocsátott fényben kis mennyiségben jelenlevő UV-A komponens 
hatásának tanulmányozására egy 330 nm-nél kisebb hullámhossz tartományokat nem áteresztő 
filtert alkalmaztunk az UV-B besugárzás alatt (17/B ábra, c terület). Ennek hatására a psbA3 
indukciója kissé emelkedett a kontrollhoz képest (17/A ábra, 7. sáv), azonban sokkal kevésbé, 
mint a kevés UV-A-t tartalmazó UV-B besugárzás alatt (17/A ábra, 4. sáv). Nagy intenzitású 
látható fénnyel történő kezelés mind a psbA3, mind pedig a psbA2 gén kifejeződését kb. 
háromszorosára emelte (17/C ábra). 
Annak vizsgálatára, hogy az eddig leírt UV-B hatás kiváltásában mi a redox szabályzás 
lehetséges szerepe, kétféle megközelítéssel éltünk. Először a kezeléseknél használt UV-B 
intenzitást kb. 10%-ára csökkentettük (6 pE m"2 s"1 a szuszpenzió felszínén, ill. 0.2 pE m"2 s"1 a 
belsejében), továbbá a de novo fehérje szintézist linkomicin hozzáadásával blokkoltuk. Ilyen 
körülmények között az oxigénfejlődés változatlan szinten maradt egészen egy órán keresztül 
(bemutatásra nem kerülő adat). Ez azt mutatja, hogy a kezelés a PSII szerkezetét ill. 
működőképességét nem károsította, mert abban az esetben aktív fehérjeszintézis hiányában az 
oxigénfejlesztő képesség csökkenése lett volna megfigyelhető. Meglepő módon ilyen alacsony 
intenzitású, mindössze néhány perces UV-B besugárzás elegendő volt a psbA3 mRNS 
felhalmozódásához (18/A ábra). Ilyen gyenge UV-B fény a PSII elektron transzportot nem 
képes működtetni, tehát a plasztokinon molekulák redox állapotán keresztül megvalósuló 
szabályozás valószínűleg nem játszik szerepet a psbA3 indukcióban. Ezt támasztja alá az a 
megfigyelés, hogy a PSII elektron transzportot gátló DCMU (3-(3,4-diklorofenil)-l,l-dimetil-
urea) hozzáadása az UV-B választ nem módosította (18/B ábra). 
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18. ábra. Linkomicin és DCMU kezelések hatása a psbA3 gén UV-B indukált expressziójára. (A panel) 
A sejteket alacsony intenzitású (6 pE m2 s') UV-B fénnyel sugároztuk be 0 (1. sáv), 10 (2. sáv), 20 (3. 
sáv), ill. 30 percig (4. sáv) 100 pg ml~' linkomicin jelenlétében. (B panel) A cianobaktérium 
szuszpenzió kezelése 60 pE m2 s~' UV-B fénnyel történt 0(1. és 3. sáv) ill. 60 percig (2. és 4. sáv) 10 
pM DCMU hozzáadása nélkül (1. és 2. sáv), ill. hozzáadása után (3. és 4. sáv). A génexpressziót az 
előző ábrákhoz hasonló módon jellemeztük. 
Az eddigiek alapján feltételezhető, hogy a psbA3 expresszié növekedése a 
transzkripció színjén meghatározott, eddig nem ismeretes cisz-ható elemek közreműködésével. 
Ennek vizsgálatára lehetőséget nyújt a kérdéses gén promóter szakaszának és megfelelő 
riporter gén transzkripciós fúziója előállítása és az így létrejött kimérák kifejeződésének 
jellemzése transzgénikus sejtekben. Az általunk létrehozott rekombinánsok a psbA2 és psbA3 
gének promóter szakaszait tartalmazták a szentjánosbogár luciferáz riporter (luc) kódoló 
régiójához kapcsolva. Az UV-B besugárzáshoz alacsony UV-B intenzitást használtunk a PSII 
aktivitás gátlás minimumra csökkentése érdekében. A legfontosabb eredmények 
összefoglalása a 19. ábrán látható. Mindenekelőtt igazoltuk, hogy ilyen kísérleti körülmények 
között a transzgénikus sejtekben két aktív endogén psbA gén kifejeződése a vad típusú 
háttérben megfigyelt mintázatot követi (19. ábra, bal oldalon fent). Azok a kimérák, melyek a 
psbA2 és psbA3 gének leghosszabb 5' szakaszait tartalmazták, az endogén kópiákhoz hasonló 
expressziét mutattak UV-B sugárzás hatására: a luciferáz mRNS szint nagymértékben 
növekedett apsbA3::luc, míg alig változott apsbA2::luc esetén. 
58 
UV-B Látható 
1 2 3 4 5 6 
«« 
íí " 
-480 
psbA3::luc 
-500 
psbA3::luc 
- 1 6 0 
psbA3::luc 
- 8 0 
luc 
luc 
luc 
luc 
mmmmmm 
; SS 1SS RA 
psbA3::psbA2::luc 
- 1 6 0 
psbA2::psbA3::luc 
_»_-_"_-_"_-_-_-_»— luc 
-480 
19. ábra. A psbA2, psbA3 és a különböző psbA::luc kimérák UV-B indukált kifejeződése. A sejteket 
alacsony intenzitású (6 pE m2 s') UV-B sugárzással kezeltük 0(1. sáv), ¡0(2. sáv), 30 percig (3. sáv), 
majd a szuszpenziót 30 (4. sáv), 60 (5. sáv) és 210 percig (6. sáv) 40 pE m2 s' látható fényen 
inkubáltuk. A transzkriptum szinteket az SÍ nukleáz védelmi esszé módszerével határoztuk meg. A 
védett fragmentumok méretét a bal oldalon tüntettük fel. A jobb oldalon fent a konjugációhoz használt 
pSB2A vektor, alatta pedig a különböző kimérák sematikus felépítése látható. A transzkripciós fúziók a 
psbA2 (kockás mintával jelölve) és a psbA3 (sötéttel jelölve) különböző hosszúságú (bp) szakaszait és a 
luc gén ATG-vel kezdődő kódoló régióját tartalmazzák. A nyilak a transzkripció kezdőpontját jelölik. 
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A psbA3 gén promóterének -160 ill. -80 pozícióig történő deléciója (a +1 a 
transzkripció startpontját jelöli) az alapaktivitást ugyan lecsökkentette, de a luc mRNS 
felhalmozódást nem akadályozta. Az is megfigyelhető, hogy ezen deléciók hatására a psbA3 
transzkriptumok mennyisége gyorsabban állt vissza a kiindulási szintre. A psbA3 nem 
transzlálódó, 80 bp hosszúságú ún. "leader" szakaszának kicserélése a psbA2 hasonló 
funkciójú 50 bp-os szekvenciájára enyhén csökkentette, de nem gátolta az indukciót 
(psbA3::psbA2::luc). A psbA3 5' nem transzlálódó régiójának beillesztése alapvetően nem 
módosította a psbA2::luc kifejeződési mintázatát (psbA2::psbA3::luc). Ezek az eredmények 
azt mutatják, hogy (i) a psbA3 gén UV-B indukált expressziója elsősorban a transzkripció 
szintjén meghatározott, (ii) amelyben apsbA transzkriptumok 5' nem transzlálódó régiója nem 
játszik meghatározó szerepet, ill. (iii) a legfontosabb cisz-helyzetű szabályozó elemek ill. 
szekvenciák a promóter 80 bp-os részén belül lokalizálódnak. 
A prokarióta sejteknek a környezet állandóan változó ingereihez való alkalmazkodását 
a genomban előforduló, gyorsan aktiválható transzkripciós egységek biztosítják. Egyes 
kulcsfontosságú operonok működését két komponensű, egy érzékelésért felelős kinázból 
("sensory kinase") és egy szabályozó alegységből ("response regulator") álló jelátviteli 
rendszer határozza meg (Id. Stock és mtsai, 1995). Ilyen típusú fehérjéket kódoló génekből 
számos található meg a Synechocystis genomban (Kotani és Tabata, 1998). Nemrégiben 
izolálták az UV-B morfogenetikus hatásaiban szerepet játszó fitokrómok cianobakteriális 
homológját, aphy fehérjét (Hughes és mtsai, 1997). 
Annak érdekében hogy közelebb kerüljünk a psbA3 UV-B indukciójában szerepet 
játszó jelátviteli elemek megismeréséhez, olyan Synechocystis mutánsokat vizsgáltunk, 
melyekben egyes fent említett közvetítő fehérjéket kódoló gének inaktiválva vannak. AphyS-1 
törzsben a phy gén kódoló régióját szakították meg antibiotikum inzercióval, míg a többi 
mutánsban - Aslrl042, Áslr0474, Áslrl213, Aslll291- a konzervált hisztidin-kináz régiót 
tartalmazó szabályozó proteinek expresszióját gátolták hasonló módon. A mutáns sejtek UV-B 
besugárzása a psbA gének differenciális expresszióját nem módosította, ill. nem gátolta a 
psbA3 mRNS UV-B specifikus felhalmozódását (bemutatásra nem kerülő adat), ami arra utal, 
hogy ezek az elemek feltehetően nem játszanak szerepet a UV-B érzékelésében. 
Mindezek alapján elmondható, hogy Synechocystis sejtekben az UV-B által okozott 
PSII gátlás helyreállításának korai szakaszában a Dl fehérjét kódoló psbA gének differenciális 
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expressziója mutatható ki: a psbA3 mRNS szint mintegy 15-20-szorosára növekedett, míg a 
psbA2 gén átírása csak mintegy 2-3-szorosára serkentődött. A psbA3 nagymértékű indukcióját 
specifikus módon az UV-B komponens (290-320 nm a mi kísérleteinkben) váltotta ki, 
melyhez a spektrum további tartományainak hozzájárulása nem bizonyult számottevőnek. Az 
a megfigyelés, hogy az UV-B és a látható fény egyidejű alkalmazása nem befolyásolja a 
psbA3 expressziójának növekedését, arra utal, hogy a folyamat természetes körülmények 
között -ahol a két komponens mindig egyidejűleg van jelen- is végmegy. 
Az UV-B által kiváltott indukció mértékén túl a kétféle aktív psbA transzkriptum 
felhalmozódásának időbeli lefolyása is jelentősen különbözött. A psbA3 mRNS mennyisége 
rövid idő alatt maximumot ért el, majd lassan csökkeni kezdett, amit a látható fényre helyezés 
méginkább felgyorsított, s végül a kiindulási szinten stabilizálódott. Ezzel szemben a psbA2 
mRNS mennyisége lassan növekedett, s a helyreállási periódusban is hosszabb ideig a 
megemelt szinten maradt. Tehát apsbA3 gén átmeneti indukciója a Synechocystis sejtek gyors 
UV-B válaszreakciójának tekinthető, melynek fontos szerepe lehet a károsodás enyhítésében. 
A luciferáz riporter gént tartalmazó rekombinások elemzése azt mutatta, hogy az UV-B 
hatására bekövetkező psbA3 génexpresszió növekedés kiváltásában elsősorban a 
transzkripciós szintű szabályozás érvényesül, s hogy a hatás eléréséhez egy rövid, mindössze 
80 bp hosszúságú DNS szakasz elegendő. Annak megválaszolására azonban, hogy az indukció 
létrejöttében a régióban található bazális promóterhez (ld. 3.4. alpont) kötődő polimeráz 
komplex aktivitása változik-e, vagy esetleg más UV-B specifikus faktorok kötődése játszik 
szerepet, további kísérletek szükségesek. 
A teljesen azonos Dl fehérjét kódoló aktív psbA2 és psbA3 génkópiák fiziológiás 
szerepe egyelőre nem teljesen tisztázott. Eredményeink alapján feltételezzük, hogy a 
Synechocystis sejtjei a PSII-t ért UV-B károsítás kijavítását a Dl fehérje szintéziséhez 
rendelkezésre álló mRNS populáció megemelésével szabályozzák, az UV-B stresszgénnek 
tekinthető psbA3 indukcióján keresztül. Közönséges nevelési körülmények között a psbA 
transzkriptumok túlnyomó többségét (kb. 80-90%-át) a psbA2 gén szolgáltatja (Mohamed és 
mtsai, 1993), így valószínűleg a Dl szintézis is többségében ezekről a transzkriptumokról 
zajlik. Azonban UV-B sugárzás hatására főként a psbA3 gén transzkripciójának növekedése 
miatt a teljes psbA mRNS szint kb. 5-7-szeresére emelkedik a nem besugárzott kontroll 
sejtekhez viszonyítva, így a psbA3 kópiához kötött Dl szintézis is arányosan növekszik. A 
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promóterek alapaktivitásának figyelembevételével maximális UV-B indukció esetén a psbA2 
és apsbA3 génről származó mRNS-ek apsbA transzkriptumok teljes mennyiségének mintegy 
50-50%-át képviselik. Ezért véleményünk szerint a psbA3 gén olyan, gyorsan reagáló 
transzkripciós egységként működik, amely UV-B stressz esetén a Dl fehérje előállítás 
megnövekedett igényét hivatott kielégíteni. 
Több génkópia használata egyazon fehérje szintézisére a cianobaktériumokban 
általános jelenség. Synechococcus sejtekben három aktív psbA gén található melyek két, 
egymástól némileg eltérő aminosav sorrendű Dl fehérje előállításáért felelősek (Golden és 
mtsai, 1986). Magas intenzitású látható fény, ill. UV-B hatására a konstitutívan termelődő 
Dl:l forma helyét átmenetileg a Dl:2 fehérje foglalja el, ami egyben az utóbbit kódolópsbAII 
és psbAIII gének transzkripciójának növekedésével párosul (Clarké és mtsai, 1993; Campbell 
és mtsai, 1998). Továbbá azt találták, hogy Dl :2 formát kódoló gének túltermeltetése UV-B 
rezisztenciát eredményez a rekombináns sejtekben (Campbell és mtsai, 1998). Ennek 
megfelelően a szerzők azt a közvetkeztetést vonták le, hogy a Dl:l és a Dl:2 fehérjék 
kicserélődése a Synechococcus sejtek fő stratégiája az UV-B stressz kivédésére. 
Synechocystisben azonban a psbA gének teljesen azonos Dl proteint határoznak meg, így ez a 
hipotézis ebben a fajban nyilvánvalóan nem alkalmazható. Eredményeink alapján azonban 
valószínűbbnek tűnik egy cianobaktériumok által általánosan használt stratégia az UV-B 
stressz leküzdésére, miszerint a PSII károsodás javítása a psbA génkópiák szelektív 
indukciójával valósul meg, a megnövekedett transzkripció pedig lehetőséget biztosít az 
inaktivált Dl fehérjék hatékonyabb újraszintézisére. Ezzel összhangban a különböző 
cianobaktérium fajokban megfigyelt UV-B rezisztencia a transzkripció szintjén szabályozott, 
tehát az eltérő Dl fehérje formák kicserélődése mindössze a transzlációhoz rendelkezésre álló 
különböző mRNS-ek arányát tükrözi. Ezt a hipotézist támasztják alá azok a kísérleti 
eredmények, miszerint a D2 protein szintéziséért felelős psbD gének közül az UV-B sugárzás 
specifikus módon apsbDII gén transzkripcióját aktiválja (Viczián és mtsai, 1998). 
A cianobaktériumok az első oxigéntermelő élőlények között voltak, melyek a mainál 
jóval erősebb UV-B sugárzásnak voltak kitéve evolúciójuk korai szakaszán. Egy vagy több 
könnyen indukálható Dl fehérjét kódoló génkópia jelenléte fennmaradt egészen a jelenkorig 
ezekben a sejtekben, ami azt jelzi, hogy az UV-B fény mindvégig stressztényezőként 
szerepelt. A sejten belüli, a génműködést érintő UV-B válasz közvetítéséért felelős 
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molekuláris elemekről egyelőre keveset tudunk. Több kísérleti adat az elektron transzport lánc 
ill. a plasztokinon molekulák redox állapotának érzékelésén keresztül megvalósuló redox 
szabályozás központi szerepére utal. Azonban az a megfigyelésünk, hogy a psbA3 gén 
indukciója nagyon gyenge UV-B intenzitás mellett, továbbá DCMU jelenlétében is 
kimutatható, nem támasztja alá ezt a hipotézist. Sem néhány, a jelátvitelben feltételezett 
szereppel bíró fehérje, sem pedig a receptor funkciójú fitokróm hiánya nem befolyásolta az 
psbA3 expressziót. Valószínűleg a génexpresszió megváltozása egy UV-B specifikus 
jelátviteli lánc közreműködésével zajlik, esetleg egyéb molekuláris utakkal való összefonódás 
mellett. 
5.4. A psbA2 és psbA3 génekről képződő Dl proteinek UV-B indukált kicserélődése 
Synechocystis sp. PCC 6803 sejtekben 
A PSII Dl és D2 fehérjéi jelentős homológiát mutatnak a bíborbakteriális 
reakciócentrum L és M alegységeivel mind szerkezeti, mind pedig funkcionális szempontból 
(Michel és Deisenhofer, 1988). Lényeges különbség azonban a Dl protein magas és alacsony 
fényben egyaránt megfigyelt intenzív lebomlása és reakciócentrumokba való visszaépülése 
(Kyle, 1984; Prásil és mtsai, 1992). Ez a sajátság a látható fény okozta gátlás következménye, 
és egy PSII szintjén megvalósuló helyreállítás meglétét sugallja. UV-B hatására a Dl és D2 
proteinek kifejezett károsodása figyelhető meg, aminek javításához de novo fehérjeszintézisre 
van szükség (5.1. alpont, Sass és mtsai, 1996). Az UV-B besugárzás a psbA gének 
differenciális expresszióját okozza (5.3. alpont, Máté és mtsai, 1998). 
A psbA2 és psbA3 gének által kódolt Dl fehérjék 100%-os homológiája miatt annak 
kimutatása, hogy egy adott fehérje molekula transzlációja melyik mRNS kópiáról történt, 
nehézségekbe ütközik. Ehhez segítséget nyújt olyan mutánsok izolálása, melyekben egy 
pontmutáció valamelyik -de csak az egyik- psbA génben herbicid rezisztenciát okoz. A 
herbicid rezisztens ill. szenzitív elektron transzport arányának jellemzésével a kétféle Dl 
proteint tartalmazó PSII centrumok számáról információt nyerhetünk. Tehát a herbicid 
rezisztenciát egyben a Dl fehérje eredetét jelző markerként alkalmazhatjuk (Bouyoub és 
mtsai, 1993). 
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20. ábra. A Dl fehéje Qg-kötő zsebének aminosav- és nukleotida sorrendjének 
összehasonlítása vad típusú és a P7 mutáns Synechocystis sp. PCC 6803 sejtekben. A csillag a 
metribuzin rezisztenciát okozó pontmutáció helyét jelöli. Az aláhúzott nukleotida eltérés annak a 
következménye, hogy a mutáns kópia a Synechocystis sp. PCC 6714 cianobaktériumból származik. 
Kísérleteinkben erre a célra a P7 jelű Synechocystis mutáns törzset használtuk, 
amelyben apsbA2 gén 251. helyzetű alaninja valinra cserélődött (20. ábra). Ebben a törzsben a 
psbA2 génről származó Dl fehérje (Dl/psbA2) beépülése a PSII centrumok számára 
rezisztenciát okoz a metribuzin nevű herbiciddel szemben, ami a Qa-zsebbe való irreverzibilis 
kötődésével a Q A és QB kinon akceptorok közötti elektron transzportot gátolja. A psbA3 gén 
által kódolt Dl fehérje (DMpsbAS) a vad típusú kópiához hasonlóan metribuzin-érzékeny PSII 
centrumok felépülését eredményezi. A PSII centrumok metribuzin érzékenysége, s ezzel a 
psbA2 és psbA3 mRNS-ekről transzlálódó Dl fehérjék aránya a változó klorofill 
fluoreszcencia követésével lehetséges különböző herbicid koncentrációk mellett (ld. Vass és 
mtsai, 2000). 
Közönséges nevelési körülmények között a P7 sejtek nagymértékű, a vad típusú 
sejtekhez képest kb. 100-szoros metribuzin rezisztenciát mutatnak, hiszen a Dl fehérjék 
többsége a pontmutációt hordozó psbA2 mRNS-röl származik. Ebben az állapotban a 
centrumok 85%-ában metribuzin rezisztens Dl fehérje található, míg a metribuzin érzékeny 
psbA3 génterméket mintegy 15%-uk tartalmazza (21. ábra). 
Az ábrán látható, hogy 120 perces UV-B besugárzás a Dl/psbA3 fehérjék arányát 
mintegy 40%-ra növelte, majd látható fényen a metribuzin érzékeny centrumok száma 
majdnem az eredeti szintre csökkent vissza. Ezzel párhuzamosan az oxigénfejlesztő képesség 
30%-ra redukálódott a besugárzás következtében, majd a 210 perces helyreállási periódus 
végére teljes mértékben visszaállt (bemutatásra nem kerülő adat). Abban az esetben, ha a 
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kezelést linkomicin jelenlétében végeztük, a Dl/psbA3 fehérjét tartalmazó centrumok száma 
nem változott, tehát a proteincseréhez aktív transzláció szükséges (21. ábra). 
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21. ábra. Az UV-B besugárzás (22 pE rri2 s~') és az azt követő látható fény hatása a P7 sejtek 
metribuzin rezisztenciájára 100 pg ml1 linkomicin hiányában (*) és jelenlétében (A). A Dl/psbA3 
fehérjét tartalmazó metribuzin érzékeny centrumok számát az idő függvényében tüntettük fel. 
Az előző alpontban megmutattuk, hogy a psbA3 gén transzkripciója már olyan gyenge 
UV-B fény hatására indukálódik, amely az oxigénfejlődést nem akadályozza. Az indukció 
ilyen körülmények között átmeneti jellegű volt, a psbA3 mRNS mennyisége a besugárzás 
további szakaszában csökkenő tendenciát mutatott. Annak igazolására, hogy ez a megfigyelés 
a Dl/psbA3 fehérje felhalmozódására és PSII centrumokba történő épülésére is fennáll, s a 
metribuzin érzékeny centrumok számát a P7 sejtekben különböző intenzitású UV-B-vel 
történő besugárzás folyamán követtük nyomon (22. ábra). 
ApsbA3 génről származó Dl fehérje mennyiségének tranziens jellegű növekedése már 
igen alacsony UV-B intenzitás mellett (0.1 pE m"2 s"1) megfigyelhető volt az oxigénfejlesztő 
aktivitás csökkenése nélkül (22/A és B ábra). A sejteket érő UV-B intenzitást fokozatosan 
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növelve a DlIpsbAS centrumok aránya egyre gyorsabban érte el a maximumot, azonban a 
változás átmeneti jellege is egyre inkább megszűnt (22/C és D ábrák). Az általunk alkalmazott 
legerősebb besugárzás az oxigénfejlesztő képesség jelentős gátlása mellett a metribuzin 
érzékeny centrumok tartósan magas szinten való felhalmozódását okozta (22/E és F ábra). 
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22. ábra. Különböző UV-B intenzitások hatása a metribuzin érzékeny PSII centrumok arányára P7 
Synechocystis sp. PCC 6803 sejtekben. A besugárzáshoz használt 6.3 pE m2 s~' UV-B intenzitás a 
sejtszuszpenzió belsejében 22 pg ml1 klorofill koncentráció mellett 0.1 pE m 2 s'1 (A,B panelek), 16 pg 
mt' klorofill koncentráció mellett 0.14 pE m2 s~' (C, D panelek) itt. 10pg mt' klorofill koncentráció 
mellett 0.23 pE m2 s'1 (E, Fpanelek) átlagos intenzitást eredményezett. 
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Összegzésképpen elmondhatjuk, hogy a psbA3 gén UV-B sugárzás által kiváltott 
indukciója a psbA3 mRNS-ről történő Dl fehérje transzlációjához és PSII centrumokba 
épüléséhez vezet. Ezek szerint apsbA3 UV-B aktivált transzkripciója apsbA mRNS populáció 
megnövelésével elősegíti az inaktivált centrumok gyors helyreállítását stressz körülmények 
között. Hozzá kell azonban tennünk, hogy a psbA3 gén vitathatatlan szerepén kívül a psbA2 
génkópia hozzájárulása is fontos az új, működőképes Dl fehérjék előállításában. Ezt igazolja, 
hogy a maximális psbA3 indukció mellett is a kétféle psbA mRNS aránya kb. 50-50%, továbbá 
hogy a P7 sejtekben a helyreállási periódusban a PSII centrumok metribuzin rezisztenciája is 
az eredeti szintre áll vissza az új Dl/psbA2 beépülés következtében. A Dl/psbA3 protein 
szintézis átmeneti jellege alacsony UV-B intenzitás mellett azt tükrözi, hogy a PSII aktivitás 
csökkenése nem feltétele a helyreállítás beindításának ill. hogy apsbA3 indukció csak a válasz 
kezdeti fázisában szükséges. Valószínűleg tartós UV-B besugárzás más védelmi folyamatok 
aktiválását eredményezi (pl. fokozott mikosporin ill. karotinoid szintézis), ami a hatékony UV-
B szűrés miatt a PSII szintű javító mechanizmusok csillapodásához vezet. Eredményeink 
mindazonáltal megerősítik azt a feltételezésünket, hogy a psbA gének differenciális 
expressziója a cianobaktériumok egyik fontos stratégiája az UV-B károsodás leküzdésében. 
5.5. UV-B indukált génexpresszió in vivo vizsgálata a psbA::Luc ill. psbA::Lux 
transzgéneket hordozó Synechocystis sejtekben biolumineszcencia méréssel 
Az ún. riporter gének használata a molekuláris biológia egyik széles körben 
alkalmazott módszere a gének szabályozó régióinak funkcionális vizsgálatában. A módszer 
lényege, hogy a vizsgálandó DNS szakaszt a riporter gén kódoló régiójához kapcsolják, majd 
a konstrukciót a sejtekbe juttatva a riporter aktivitása nyomon követhető. A kapott expressziós 
mintázat jól jellemzi a promóter szakasz irányítása alatt álló endogén génkópia viselkedését. 
Fontos szempont, hogy a kifejeződő fehérje a sejtek számára ne legyen toxikus, s mennyisége 
in vivo legyen mérhető. Ilyen általánosan használt molekuláris riporter a luciferáz enzim, 
melynek aktivitása az általa katalizált reakció során képződött fényemisszióval arányos (a 
biolumineszcenciával kapcsolatban ld. Wilson és Hastings, 1998). 
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A psbA gének UV-B indukciójának in vivo elemzéséhez különböző promóter-luciferáz 
fúziókat hoztunk létre, melyeknek sejtben történő expresszióját alapvetően kétféle genetikai 
környezetben vizsgáltuk. A kimérákat először a kromoszómától függetlenül replikálódó 
pSB2A plazmidon helyeztük el, melyet konjugációval juttattunk a vad típusú cianobaktérium 
sejtekbe. Ez a vektor a konjugációhoz szükséges gének mellett a vegetatív működéshez 
szükséges elemeket, antibiotikum rezisztencia markereket és több, a klónozást segítő 
restrikciós enzim hasító helyet tartalmaz (19. ábra), továbbá az irodalmi adatok szerint a 
kromoszómákhoz hasonló kópiaszámot ér el (Maraccini és mtsai, 1993). A PSBY101-114 
törzsekben a psbA3 és psbA2 gének 5' szakaszaihoz háromféle luciferáz gént kapcsoltunk a 
pSB2A plazmidon (ld. Anyagok és módszerek, 2. táblázat). A Luc+ és a LucO egyaránt 
eukarióta eredetű, a szentjánosbogárból izolált géntermék, melyek életideje zöld növényekben 
különbözőnek bizonyult (Dr. G. Neuhaus, személyes egyeztetés alapján). A prokarióta Vibrio 
harveyii Lux fehérjéje a megfelelő szubsztrát jelenlétében szintén fényemissziót katalizál, 
azonban az előbbinél kisebb hatásfokkal (a bakteriális luciferázzal kapcsolatban ld. Baldwin és 
mtsai, 1995; Tu és Mager, 1995). 
A luminometriás mérések során a cianobaktérium sejtek UV-B besugárzása közben 
egyes időpillanatokban mintát vettünk, majd a sejtek által kibocsájtott fénykvantumok számát 
meghatároztuk. Normál nevelési körülmények között apsbA3 promóterek közül a leghosszabb 
(590 bp, PSBY101) biztosította a riporter fehérje legmagasabb expresszióját, ami az 5' szakasz 
rövidülésével csökkent (bemutatásra nem kerülő adat). Ez jó összhangban van a korábban 
megfigyelt luciferáz mRNS szintekkel (19. ábra, 1. sáv). 
Azok a mutánsok, melyek a luciferáz gén előtt a teljes hosszúságú psbA3 és psbA2 
promótereket tartalmazták, egyaránt magas szintű, közel azonos lumiszencenciát mutattak. A 
PSBY101 sejtek által kibocsátott fotonok maximális szintje rövid idejű UV-B sugárzás 
hatására kismértékben megemelkedett, majd látható fényen valamelyest csökkent (23/A ábra). 
A PSBY104 sejtek psbA2 promóter által vezérelt enzimaktivitása az UV-B hatására enyhén 
fokozódott, s a helyreállási periódus végéig magas szinten maradt (23/B ábra). A Lux gént 
tartalmazó konstrukciók (PSBY112-114) alapállapotban is mérsékeltebb luciferáz aktivitása 
nem növekedett UV-B hatására (bemutatásra nem kerülő adat). 
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23. ábra. A PSBY101 (A panel) és PSBY104 (B panel) jelű Synechocystis törzsek luminometriás 
vizsgálata. Az UV-B besugárzást 60pE m2 s'1 intenzitáson végeztük a jelmagyarázatbant feltüntetett 
ideig, majd egyes mintavételekhez a sejtszuszpenziót (30 pg ml'1 klorofillra nézve) látható fényen 
tovább inkubáltuk. A mintavételek után a sejtek (50 pl) által kibocsátott fénykvantumok számát házi 
készítésű termolumineszcencia mérő készülékben követtük 1 mM luciferin jelenlétében az abszcisszán 
jelölt időtartamban. 
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A következőkben a promóter-luciferáz fúziókat a kromoszómán elhelyezkedő inaktív 
psbAl gén kódoló régiójába irányítottuk, kihasználva a cianobaktériumokra jellemző homológ 
rekombináció folyamatát. Az így kapott mutáns génsorrendet a 24/B ábra mutatja. 
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24. ábra. (A panel) Az UV-B sugárzás hatása az endogén psbA3 és a Luc kifejeződésére mRNS szinten 
a PSTV1 mutánsban. A sejteket alacsony intenzitású (6 pE m 2 s'1) UV-B fénnyel sugároztuk be 0 (1. 
sáv), 10 (2. sáv), 30 (3. sáv) ill. 50 percig (4. sáv), majd a szuszpenziót 60 percig látható fényre 
helyeztük (5. sáv). A mRNS szinteket SÍ nukleáz védelmi esszé segítségével határoztuk meg. (B panel) A 
psbAl lókusz megváltozott génsorrendje a PSTV1-10 törzsekben. 
Ilyen körülmények között a psbA3 promóterrel összekapcsolt luciferáz gén 
transzkripciója a már többször bemutatott markáns, ugyanakkor átmeneti jellegű UV-B 
indukciót mutatta (24/A ábra). Ezzel ellentétben mérhető enzimaktivitást sem a teljes 
hosszúságú, sem pedig a rövidített psbA3 promóter által szabályozott Luc fehérjéről sem 
tudtunk kimutatni (bemutatásra nem kerülő adat). Ugyan a PSTV8 és PSTV9 törzsekben a Lux 
génről átíródó enzimszint a két promóter erősségét tükrözte, azonban látható fény mellett 
alkalmazott UV-B besugárzás hatására alig változott (25. ábra). 
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25. ábra. Az UV-B besugárzás hatása a luciferáz aktivitásra a PSTV8 és PSTV9 mutánsokban. A 
mikrotiter tálcákban növekedő sejteket alacsony intenzitású (6 juE m2 s'1) UV-B fénnyel kezeltük 
látható fény (30 pE m2 s'1) jelenlétében. Az UV-B kezelt kolóniák fényemisszióját olyan telepekéhez 
hasonlítottuk, melyek esetében az UV-B-t szelektív szűrővel eltávolítottuk (Id. Anyagok és módszerek). 
Mivel a luciferáz enzimaktivitásának szintjén nem sikerült UV-B specifikus psbA3 
expresziónövekedést megfigyelnünk, ezért olyan mutánsokat hoztunk létre, melyekben 
egyazon sejt a promóter-riporter operon mellett a fényreakcióban részt vevő szubsztrát 
előállításához szükséges géneket is tartalmazza, így autonóm lumineszcenciára képesek (26. 
ábra). A szubsztrát megfelelően magas szintjét az erős psbA2 promóter biztosítja. Kontrollként 
a pDCXTV mutánsokat alkalmaztuk, melyekben a bakteriális luciferáz gént a fényre nem 
érzékeny, konstitutívan kifejeződő desC gén 5' szekvenciái működtetik. 
A közönséges nevelési körülmények között kiegészítésképpen alkalmazott alacsony 
intenzitású UV-B sugárzás hatására a három mutáns törzsben Northern analízissel a Lux 
riporter különböző expressziója volt megfigyelhető (27. ábra). Az UV-B fény az endogén 
psbA3 promóter mögött elhelyezkedő luciferáz mRNS nagymértékű, átmeneti felhalmozódását 
71 
okozta, amely a kezelés végére a kiindulási szintre esett vissza, míg a psbA2 és desC 
promóterek által vezérelt lux gén kifejeződése állandónak bizonyult (27. ábra). 
psbA1 kódoló psbA2 , M „ r r i c 
régió 5- DNS LUXOUfc 
psbA1 kódoló / / 
régió ~ ~ 
PA3XTV 
psbA3 (SII1867) 
PA2XTV 
PDCXTV 
/ / \psbA3 5' 
-11 DNS 
5' 
DNS Luciferáz 
Rezisztencia A p s b A 3 3' DNS / / -
psbA3 3' nem j l . 
kódoló régió " 
26. ábra. Az autonóm lumineszkáló Synechocystis törzsek génsorrendje a kromoszóma psbA3 és psbAl 
lókuszaiban. 
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27. ábra. Az UV-B hatása a psbA és desC gének mögött elhelyezkedő Lux gén transzkripciójára. A 
sejteket normál nevelési körülmények között (30 °C, 30 pE m2 s~' látható fény) táptalajon neveltük, 
majd 0 (1. sáv), 20 (2. sáv), 40 (3.sáv) 60 (4. sáv), 90 (5. sáv), 120 (6. sáv) és 180 (7. sáv) percig 
kiegészítő alacsony intenzitású (6 pE ni2 s'1) UV-B fénnyel kezeltük. Az RNS szintek meghatározása 
Northern analízissel történt. 
Az in vivo mért luciferáz aktivitás jól szemléltette az egyes promóterek közötti, normál 
tenyésztési körülmények esetén fennálló különbségeket is. Az RNS adatokkal összhangban a 
legmagasabb fénykibocsájtó képességgel a PA2XTV törzs rendelkezett, aminél a PA3XTV 
jelű sejtvonal alacsonyabbnak mutatkozott, a PDCXTV mutánsban pedig ennél több mint egy 
nagyságrenddel kisebb aktivitás volt kimutatható (28. ábra). A PA3XTV sejtek UV-B 
besugárzása a transzkriptumok szintjén megfigyelhető, átmeneti jellegű Lux fehérje szint 
növekedést eredményezett, amelyet a biolumineszcencia kb. 3-4-szeres fokozódása kísért. 
Abban az esetben, ha a fényforrás és a sejtek közé helyezett szűrővel az UV-B komponenst 
eltávolítottuk, az enzimaktivitás indukciója elmaradt (28. ábra, felső panel). 
A psbA2 promóter jelenléte a kezelés előtti magas szintű expressziót kismértékben 
megnövelte UV-B jelenlétében (28. ábra, középső panel). Ezzel szemben a PDCXTV 
sejtekben megfigyelt alacsony luciferáz szint alapvetően nem változott (28. ábra, alsó panel). 
Eredményeink tehát azt mutatják, hogy az általunk előállított autonóm módon 
lumineszkáló Synechocystis mutánsokban mérhető riporter fehérje aktivitás jól tükrözi az 
endogén psbA és desC gének transzkripciós szintű működését. Az eukarióta eredetű luciferá-
zok (Luc+ és LucO) használata sajnálatos módon nem váltotta be a hozzá fűzött reményeinket. 
45000 
4 0 0 0 0 
35000 
E 3 0 0 0 0 
2 5 0 0 0 
c 
o 20000 
O 
"" 15000 
10000 
5000 
0 
-PA3XTV/1 UV-B 
PA3XTV/2 UV-B 
-PA3XTV/3 UV-B 
- PA3XTV/1 Kontrol l 
PA3XTV/2 Kontrol l 
-PA3XTV/3 Kontrol l 
. - ..... . t„ . i S t__ & i ... i , 
-120 -60 0 15 30 60 90 120 150 180 
73 
70000 
60000 
50000 
E 
' 5 40000 ifí c 
•2 30000 o 
iL. 
20000 
10000 
0 
1000 
9 0 0 
8 0 0 
7 0 0 
J 600 
N 
c 5 0 0 o 
O 4 0 0 
u. 
3 0 0 
2 0 0 
100 
0 
- 1 2 0 - 6 0 
—•—pA2XTV/1 UV-B 
— p A 2 X T V / 2 UV-B 
pA2XTV/1 Kontroll 
—•—pA2XTV/2 Kontroll 
15 30 60 90 120 150 180 
- •—PDCXTV/1 UV-B 
- •—PDCXTV/2 UV-B 
- a - P D C X T V / 3 UV-B 
— P D C X T V / 1 Kontro l l 
•*— P D C X T V / 2 Kontro l l 
-•— P D C X T V / 3 Kontro l l 
- 1 2 0 - 6 0 15 30 60 90 
Idő (perc) 
120 150 180 
28. ábra. Az UV-B hatása a PA3XTV. PA2XTV ill. PDCXTV sejtek biolumineszcencia aktivitására. A 
sejteket mikrotiter tálcák zsebeiben látható fényen (30 pE m 2 s'1) 30 XPon, majd a telepeket alacsony 
intenzitású, kiegészítő UV-B fénnyel sugároztuk be a feltüntetett ideig. A kontroll sejtek fölé a spektrum 
UV-B komponensét eltávolító szűrőt helyeztünk. A sejtek fénykibocsátását TopCount NXT automata 
luminométerrel mértük. 
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A transzlálódó fehérjék igen stabilisnak mutatkoztak a cianobaktérium sejtekben, s így 
nagymértékű felhalmozódásuk miatt nem bizonyultak alkalmasnak a transzkripciós aktivitás 
gyors változásainak követésére. A pSB2A vektoron elhelyezett kimérák expressziója szintén 
igen magasnak bizonyult a kromoszómára integrálódó génfuziókhoz képest, ami arra utal, 
hogy az irodalmi adatokkal ellentétben a vektor a kromoszómaszámnál több példányban van 
jelen a sejtekben. 
Az UV-B sugárzás hatására kialakuló sejtválasz korai szakaszában szerepet játszó 
elemekről, melyek a génexpressziós mintázat megváltoztatásában közvetve vagy közvetlenül 
részt vesznek, nagyon kevés információval rendelkezünk. Ezek meghatározására az egyik 
lehetséges genetikai megközelítés a hasonló jellegű problémára széles körben alkalmazott 
random mutagenezis, melynek során az adott szervezet genetikai állományát mutációkkal 
telítik, s az adott funkcióra (fenotípusra) mutáns egyedeket izolálják. Az ilyen típusú kísérletek 
szempontjából célszerű olyan organizmus kiválasztása, melynek genommérete kicsi, 
genetikailag egyszerűen manipulálható, s nagyszámú mutáns szűrése viszonylag rövid idő 
alatt megoldható. A kísérleteinkben modellként alkalmazott prokarióta Synechocystis sp. PCC 
6803 cianobaktérium faj megfelel ezeknek a feltételeknek, s további előnye, hogy nagy 
hatékonyságú transzformálására jól működő módszerek állnak rendelkezésre. 
Az általunk létrehozott psbA3::luxAB biolumineszcens törzs megfigyeléseink alapján 
alkalmasnak látszik UV-B jelátvitelben részt vevő elemek izolálására. A mutáns kolóniák 
szűrésére a psbA3 promóter által vezérelt luciferáz expressziójának nyomon követése ad 
lehetőséget, miszerint a fent ismertetett biolumineszcencia mintázat birtokában vizsgáljuk a 
sejteket, s a mintázat megváltozására szelektálunk. Az ilyen típusú kísérletek esetén fontos 
szempont, hogy a mérések során egyidőben nagy számú kolónia tesztelését lehessen végezni, 
amelyhez a kereskedelmi forgalomban hozzáférhető egyik legmodernebb kamera rendszer 
(TopCount NXT Microplate Scintillation Counter, Packard) rendelkezésünkre áll. 
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6. A Z E R E D M É N Y E K Ö S S Z E F O G L A L Á S A 
A dolgozatban szereplő legfontosabb eredményeket az alábbiakban összegezhetjük: 
1. Kimutattuk, hogy az intakt Synechocystis 6803 sejtek a Dl és D2 fehérjék de novo 
szintézisén keresztül képesek az UV-B által okozott PSII károsodás kivédésére, amely 
fontos szerepet játszik az UV-B sugárzás elleni védekezésben. 
2. A funkcionális QA és QB elektron akceptorokat tartalmazó bakteriális reakciócentrum 
fehérje szerkezete érzéketlennek mutatkozott az UV-B sugárzással szemben olyan 
körülmények között, ami a növényi fotoszintézis második fotokémiai rendszerében az 
L és M alegységekkel analóg Dl és D2 fehérjék jelentős lebomlását okozza. így 
valószínűsíthető, hogy a Dl és D2 proteinek UV-B indukált degradációjában nem 
játszik meghatározó szerepet a kinon-függő mechanizmus. 
3. Az UV-B besugárzás Synechocystis sejtekben a Dl fehérje kódolásáért felelős psbA 
gének differenciális expresszióját idézte elő: a psbA3 transzkriptumok mennyisége 
UV-B (290-320 nm) specifikus módon nagymértékben megemelkedett, mialatt a psbA2 
gén kifejeződése alig változott. A psbA3 alacsony UV-B intenzitás által kiváltott 
átmeneti indukciója de novo proteinszintézis ill. működő elektrontranszport 
hiányában is bekövetkezett. A megfelelő promóterek mögé kapcsolt luciferáz riportert 
tartalmazó kimérák jellemzése alapján a psbA3 mRNS felhalmozódása elsősorban a 
transzkripció szintjén meghatározott. Feltételezzük, hogy a psbA3 egy olyan gyorsan 
reagáló génkópiát képvisel, amelynek megnövekedett transzkripciója segítséget nyújt 
a PSII működést érintő károsítás enyhítésében az UV-B stressz korai szakaszában. 
4. Kimutattuk, hogy a psbA3 gén UV-B specifikus expressziónövekedése a génről átíródó 
mRNS transzlációjához vezet, s az így képződő Dl fehérjék beépülnek az UV-B 
sugárzás által károsodott PSII reakciócentrumokba. Ez azt mutatja, hogy a 
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Synechocystis sejtjei a PSII-t ért UV-B károsítás kijavítását a Dl fehérje szintéziséhez 
rendelkezésre álló mRNS populáció szintjének megemelésével szabályozzák a psbA3 
indukcióján keresztül Ennek alapján feltételezzük, hogy a psbA gének differenciális 
kifejeződése a Dl szintézis hatékonyságának biztosítása révén a cianobaktériumok 
UV-B rezisztenciájában fontos szerepet játszik. 
5. Az általunk előállított psbA promóterek által vezérelt luciferáz gént hordozó 
cianobaktériumokban a riporter kifejeződése RNS-szinten jól követte az endogén 
gének UV-B hatására bekövetkező expresszióváltozását. Sikerült olyan Synechocystis 
transzgénikus vonalakat létrehoznunk, melyekben a psbA3 gén UV-B indukált 
átmeneti indukciója biolumineszcencia méréssel in vivo követhető, amely reményeink 
szerint lehetőséget nyújt az UV-B választ sejten belül közvetítő molekuláris elemek 
izolálására. 
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Introduction 
Recent reductions in the stratospheric ozone layer allowing more ultraviolet-B 
radiation (UV-B, 280-320 nm) to reach the Earth's surface and ecologically significant depths 
(10-15 m) of the ocean are of concern because of potential adverse effects on the biosphere. 
UV-B is potentially harmful to all living organisms but plants may be especially affected by 
enhanced UV-B due to their obligatory requirement of sunlight to carry out photosynthesis. 
During this process solar energy is converted into chemical energy that is subsequently used to 
generate important organic compounds via CC^-fixation. Liberation of O2 as a result of water-
splitting of photosynthesis represents the source of the oxygenic atmosphere and the UV-B 
absorbing ozone layer. In photoautotrophs a crucial part of UV-B effect is related to damage in 
the photosynthetic apparatus and leads to reduced plant growth with important ecological and 
agricultural consequences (Tevini and Teramura 1989; Stapleton 1992; Teramura and Sullivan 
1994). 
The ability of an organism to avoid and repair the UV-B induced damages determines 
its capability to tolerate the adverse effects of UV-B radiation. The existence of repair 
mechanisms for DNA damage is well established in plant cells (Sancar and Sancar 1988; Britt 
1996). However our knowledge is quite limited concerning the capability of cells to repair the 
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UV-B induced damage the occurs at the level of PSII protein structure (Giacometti et al. 
1996). 
In this work, according to the interest of the Molecular Stress- and Photobiology 
Group, we attempted to elucidate molecular mechanisms underlying the UV-B tolerance of 
autotrophic cells. To study UV-B induced changes associated with the PSII complex we chose 
cyanobacteria as model organisms because of the following reasons, (i) It is well accepted that 
chloroplasts of vascular plants and algae originally arose from an endosymbiotic event most 
likely involving an ancestral prokaryote, phylogenetically related to cyanobacteria (Shwartz 
and Dayhoff 1978; Gray 1989). Indeed, these metabolically flexible prokaryotes have very 
similar PSII organization to that of higher plants (Barry et al. 1994). (ii) Cyanobacteria were 
among the earliest oxygenic photosynthetic organisms that experienced UV-B fluxes much 
higher than the present day level early in their evolution (Kasting 1993). (iii) Being 
prokaryotic, cyanobacteria have small genome size and some strains are readily transformable 
which makes those good candidates for genetic analysis. Our model strain, Synechocystis sp. 
PCC 6803 has the additional advantage that the complete nucleotide sequence of its genome 
has been recently determined and is available through the Internet (Kotani and Tabata 1998; 
Cyanobase, www.kazusa.or.jp). 
State of knowledge at the start of the project 
In photoautorophic organisms an important action site of UV-B radiation is the 
photosynthetic apparatus in which a sensitive target is the light energy converting Photosystem 
II complex (Vass 1996). In vitro studies indicate that the most UV-B sensitive component of 
PSII electron transport is the water-oxidizing complex (Renger et al. 1989; Hideg et al. 1993; 
Vass et al. 1996). The QB and 0 A quinone acceptors and the redox active tyrosine donors are 
also possible targets of UV-B, but their damage appears to be slower than the impairment of 
the water-oxidizing function (Vass et al. 1996). An important consequence of UV-B radiation 
is the degradation of the D1 and D2 subunits of PSII reaction centre (Trebst and Depka 1990; 
Greenberg et al. 1989; Melis et al. 1992) which is possibly mediated by active oxygen species 
(Hideg et al. 1996). In a recent work UV-B induced impairment of PSII was found to be 
irreversible (Giacometti et al. 1996), whereas enhanced turnover of both D1 and D2 proteins 
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under low levels of UV-B radiation in higher plants (Jansen et al. 1996) indicates the 
possibility of protein repair. The so called D1 protein repair cycle is known to facilitate the 
restoration of PSII function after photoinhibition caused by visible light, which damages 
mainly the D1 protein (Aro et al. 1993; Prasil et al. 1992). Even though UV-B damages both 
PSII reaction centre subunits, the same or similar protein repair cycle which functions in 
visible light may also be operational in repairing UV-B induced damage of the D1 and D2 
proteins. 
Contrary to plants and algae where D1 protein is encoded by a single psbA gene 
located on the chloroplast genome, cyanobacteria maintain small multigene families to express 
the D1 subunit. In Synechocystis sp. PCC 6803 there are three copies of psbA genes which 
theoretically encode two distinct forms of D1 (Jansson et al. 1987). Two of these, psbA2 and 
psbA3 are highly homologous (98% at the nucleotide level) producing identical proteins (Metz 
et al. 1990; Ravnikar et al. 1989). On the other hand psbAl is more divergent and was found 
silent whenever studied so far in the laboratory (Mohamed and Jansson 1989). In wild type 
cells under normal conditions psbA2 provides the majority of psbA transcripts (85-90%), 
whereas psbA3 mRNA comprises only a minor fraction (10-15%). High light induces the 
accumulation ofpsbA2 mRNA; psbA3 induction was only observed when the psbA2 copy had 
been insertionally inactivated (Mohamed and Jansson 1993). 
Synechocystis sp. PCC 6714 cells also contain two homologous psbA copies, psbAI and 
psbAII and a divergent psbAIII (Ajlani et al. 1989). Using strains in which the psbA I gene 
conferred herbicide resistance Bouyob et al. (1993) were able to distinguish between the 
products of psbAI and psbAII showing that their transcription is differentially affected by 
visible light. 
In the thylakoids of the cyanobacterium Synechococcus sp. PCC 7942 there are two 
distinct forms of D1 protein depending on the light conditions (Golden et al. 1986). At normal 
light intensity Dl:l -encoded by the psbAI gene- is the only detectable form of D1 protein in 
PSII. Upon shift to high light psbAII/psbAIII mRNA dominate and their product, the Dl:2 
form transiently replaces Dl:l (Kulkarni et al. 1992; Clarke et al. 1993). Using mutants unable 
to produce either Dl:l or D 1:2 it was shown that this transient protein exchange provides a 
qualitative control to tolerate photoinhibition in this species (Kulkarni and Golden 1994). The 
bacterial luciferase (LuxAB) when fused to the psbAI promoter creates bioluminescent 
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circadian patterns which offered a tool for investigating biological clock mechanisms (Liu at 
al. 1995). 
Objectives of the research 
The general objective of our research was a complex characterisation of UV-B induced psbA 
gene expression in relation to D1 protein repair in Synechocystis sp. PCC 6803. The particular 
questions addressed by our studies were the following: 
Are intact Synechocystis cells capable of repairing the damage of PSII reaction centre 
proteins induced by UV-B light? 
What is the contribution of the quinone electron acceptors to the UV-induced 
degradation of D1 and D2 subunits considering the similarities and differences between 
the reactions centres of purple bacteria and PSII? 
What kind of changes can be observed at the level of transcription in the expression of 
the psbA genes during UV-B exposure in Synechocystis cells? 
What is the functional correlation between psbA gene expression and the replacement of 
damaged D1 protein of the PSII reaction centre at the early stages of UV-B stress? 
Is it possible to use the luciferase riporter system for investigating UV-B induced stress 
responses at gene level? 
Results and discussion 
1. We studied the repair of UV-B induced damage to structure and function of Photosytem 
II in Synechocystis cells. We found that UV-B irradiation resulted in the loss of steady-state 
oxygen evolution which was accompanied by a parallel loss of both D1 and D2 reaction centre 
subunits. Transfer of the UV-B irradiated cells to normal growth conditions under visible light 
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resulted in recovery of the inhibited oxygen evolving activity and restoration of the lost D1 
and D2 proteins to an extent depending on the applied UV-B dose. The translation inhibitor 
lincomycin completely blocked the recovery process if added after the UV-B treatment and 
accelerated the kinetics of the activity loss if added before the onset of UV-B irradiation. We 
conclude that in intact cells UV-B induced damage of PSII complex can be repaired and 
we consider this process an important defence mechanism against the detrimental effects 
of UV-B in oxygenic photosynthetic organisms. 
2. Damage to the protein subunits by UV-B radiation was studied in isolated reaction 
centres of purple bacterium Rhodobacter sphaeroides R26. Upon UV-B irradiation some loss 
of the L, M, H subunits was observed on Coomassie stained acrylamide gels which was not 
accompanied by the appearance of specific degradation products. The slightly greater loss of 
the L and M subunits in the presence of semiquinone form of QB indicates that this species is 
likely to mediate the modifications in the protein environment of the Qs-binding pocket. The 
UV-B resistance of the protein structure of the bacterial reaction centre compared to 
PSII indicates that the latter contains more susceptible UV-B targets than the QAQB 
acceptor complex which can be found in both type of centers with similar structure and 
function. This suggests a quinone-independent mechanism of UV-B induced protein 
damage in PSII. 
3. We investigated the effect of UV-B irradiation on the transcription of the psbA2 and psbA3 
genes encoding identical D1 proteins in Synechocystis cells. We showed that UV-B irradiation 
increases the level of psbA2 mRNA 2-3 fold and, more dramatically, it induces a 15-20 fold 
increase in the accumulation of the psbA3 mRNA even at levels of irradiation too low to 
produce losses of either PSII activity or D1 protein. The induction of psbA3 transcript 
accumulation is specific for UV-B light (290-330 nm). Expression patterns of chimerical genes 
containing the promoter regions of the psbA2, psbA3 genes fused to the firefly luciferase {luc) 
reporter gene indicate that (i) transcription of psbA2/luc and psbA3/luc transgenes was elevated, 
similarly to that of the endogenous psbA genes, by UV-B irradiation and that (ii) a short, 80 bp 
long psbA3 promoter fragment is sufficient to maintain UV-B induced transcription of the luc 
reporter gene. Furthermore, our results indicate that UV-B induced expression of the psbA2 
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and psbA3 genes is a defense response against UV-B stress, which is regulated, at least, 
partially at the level of transcription and does not require active electron transport. 
4. Synthesis of D1 protein from the psbA2 andpsbA3 genes was studied in the P7 mutant of 
Synechocystis. This strain carries a point mutation in the psbA2 copy which confers resistance 
to the PSII electron transport inhibitor metribuzin but the psbA3 gene is the same as in wild 
type. The amount of PSII centers containing D1 produced either from psbA2 or psbA3 
transcripts were quantified by applying chlorophyll fluorescence measurements to distinguish 
between metribuzin resistant and sensitive centers. When the cells were exposed to UV-B 
light, the fraction of D1 protein from psbA3 gene transiently increased, which was reversible 
by transferring the cells to visible light indicating that enhancement of psbA3 transcription by 
UV-B leads to enhanced D1 synthesis from this gene. Our findings demonstrate that the 
main role of psbA3 transcription activated by UV-B is to increase the size of the psbA 
mRNA pool available for translation when a rapid repair of the D1 protein is needed 
under UV-B stress. 
5. We constructed several reporter Synechocystis strains carrying promoters of psbA genes 
fused to the coding region of different luciferase genes. In all of these mutants UV-B induced 
expression pattern at the level of mRNA was similar to that of the endogenious gene copies. 
We were able to create autonomously luminescent mutants in which the transient UV-B 
induced psbA3 activation can be detected in vivo providing the possibility to investigate 
the molecular mechanisms of cellular UV-B perception. 
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Az értekezésben foglalt kísérleteket az MTA Szegedi Biológiai Intézet Növényélettani 
Intézetében, a Molekuláris Stressz- és Fotobiológiai Csoport tagjaként végeztem 1995. óta. A 
molekuláris biológiai vizsgálatok elvégzése a munka kezdeti szakaszától a Dr. Nagy Ferenc 
által vezetett Foto- és Kronobiológiai Csoporttal való szoros együttműködés révén valósult 
meg. Ezúton szeretném megköszönni témavezetőimnek, Dr. Vass Imrének és Dr. Nagy 
Ferencnek a munkám során minvégig nyújtott nélkülözhetetlen szakmai segítségét és 
megkülönböztetett érdeklődését, valamint az anyagi és erkölcsi támogatást. Köszönetemet 
szeretném kifejezni Prof. Dr. Dudits Dénesnek, a Növénybiológiai Intézet igazgatójának, hogy 
munkámat lehetővé tette. Köszönettel tartozom Dr. Szekeres Miklósnak az értékes szakmai 
útmutatásokért és támogatásáért. 
Köszönet illeti a Molukuláris Stressz- és Fotobiológiai Csoport minden tagját a 
munkához szükséges stimuláló és barátságos légkör megteremtéséért. Ezenfelül külön 
szeretném megköszönni Sass Lászlónak a biofizikai mérések kivitelezését és a felejthetetlen 
közös kísérleteket, Dr. Cornelia Speteának a gélelektroforézis és immunoblot analízis terén 
nyújtott segítségét, Dr. Hideg Évának és Dr. Deák Zsuzsannának a szakmai támogatását és a 
lélektani polírozást. Továbbá hálával tartozom a Foto- és Kronobiológiai Csoport tagjainak, 
hogy maguk közé fogadva a munkám során felmerülő problémák megoldásában mindvégig 
segítségemre voltak. 
Ezúton szeretném kifejezni hálámat családomnak, akik türelemmel viselték a 
megpróbáltatásokat és nélkülözhetelen módon hozzájárultak ezen értekezés létrejöttéhez. 
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